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Streszczenie

Coraz popularniejsze zastosowanie nanoczastek platyny (Pt-NPs) powoduje, ze mogg one systematycznie uwalnia¢ si¢ do $ro-
dowiska, przede wszystkim do powietrza (w tym powietrza $rodowiska pracy), ale takze do wody, sciekéw i gleby, zaréwno
z proceséw produkceyjnych, jak i podczas ich przetwarzania i stosowania oraz w wyniku utylizacji odpadéw. Dane dotyczace
toksycznosci Pt-NPs sg ograniczone. Biorac pod uwage zdolno$¢ Pt-NPs do bioakumulacji w organizmach zywych, wazne jest
poznanie dlugotrwalych skutkéw narazenia, jakim jest wplyw na funkcje rozrodcze, w tym produkcje hormonéw (testosteronu
i 17pB-estradiolu). Celem pracy byta ocena wplywu Pt-NPs na sekrecje hormondw steroidowych w komérkach Leydiga. W ko-
morkach Leydiga linii R2C pochodzacych z jader szczura oceniano dziatanie cytotoksyczne Pt-NPs <50 nm, badajac ich wplyw
na aktywno$¢ metaboliczng komorek (test MT'T) oraz uszkodzenie blon komoérkowych (test NRU). Zaburzenia steroidogenezy
w komorkach oceniano poprzez oznaczanie sekreciji testosteronu (T) i 17B-estradiolu (E2), stosujac kompetencyjny test ELISA.
Pt-NPs dziataly cytotoksycznie na komorki R2C zaleznie od stezenia, ale efekt ten byt widoczny tylko w tescie MTT (zmniej-
szenie przezywalno$ci komdrek o 50% notowano przy stezeniach powyzej 250 pg/ml). Pt-NPs w stezeniach nie dzialajacych
cytotoksycznie (8 + 125 pg/ml) powodowaly zwiekszenie sekrecji T i E2 w pordwnaniu z kontrola. Stezenie E2 utrzymywalo
si¢ na poziomie porownywalnym z dzialaniem induktora (forskoliny). Uzyskane wyniki, chociaz maja charakter przesiewowy;,
moga wskazywac na potencjalne dzialanie modulujace proces steroidogenezy w gonadach pod wptywem Pt-NPs.

Stowa kluczowe: nanoczastki platyny, testosteron, 17p-estradiol, komorki Leydiga (R2C).
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Abstract

Due to the increasingly popular application of platinum nanoparticles (Pt-NPs), they can be continuously released to the
environment, mainly to the air (including the air in the working environment), but also to water, wastewater and soil, both
from production processes, during their processing and use, and as a result of waste disposal. Pt-NPs toxicity data are
limited. Given the ability of Pt-NPs to bioaccumulate in living organisms, it is important to know the long-term effects of
exposure, such as the impact on reproductive functions, including hormone (testosterone and 17p-estradiol) production.
The aim of this study was to assess the effect of Pt-NPs on steroid hormone secretion in Leydig cells. Cytotoxicity of
Pt-NPs < 50 nm was assessed in the R2C Leydig cell line derived from rat testicles by examining their effects on cellular
metabolic activity (MTT assay) and cell membrane damage (NRU assay). Abnormalities of steroidogenesis in cells were
evaluated by determination of testosterone (T) and 17p-estradiol (E2) secretion with the competitive ELISA test. Pt-NPs
exerted a cytotoxic effect on R2C cells depending on the concentration, but this effect was seen only in the MTT assay
(50% reduction in cell survival was noted at concentrations above 250 pg/ml). Pt-NPs at non-cytotoxic concentrations
(8-125 pg/ml) increased the secretion of T and E2 as compared with control. The E2 concentration was maintained at
a level comparable to the effect of an inducer (forskolin). The results, yet having a screening nature, may indicate

a potential steroidogenesis-modulating effect of Pt-NPs in gonads.

Keywords: platinum nanoparticles, testosterone, 17p-estradiol, Leydig cells (R2C).

WPROWADZENIE

Hormony steroidowe nalezg do gléwnych czynni-
kow zwigzanych z regulacja reprodukcji kregow-
cow, wplywaja takze na uklad immunologiczny,
odpowiedz na stres, glukoneogeneze oraz szereg
proceséw powigzanych z rozwojem i wzrostem
(Hecker, Giesy 2008; Larson i in. 2014; Lauretta
i in. 2019; Maglich i in. 2014). U ludzi wystepuje
pie¢ klas steroidow: glikokortykoidy (kortyzol),
mineralokortykoidy (aldosteron) oraz hormony
plciowe (gestageny, estrogeny i androgeny). Proces
syntezy hormonéw steroidowych (steroidogeneza)
zachodzi w korze nadnerczy, gonadach i fozysku.
Zwigzkiem wyjsciowym do powstawania hormo-
néw steroidowych jest cholesterol, przenoszony
w krwiobiegu przez lipoproteiny o niskiej gesto-
$ci. Kompleksy powstale po zwigzaniu cholestero-
lu z receptorami lipoprotein o niskiej gestosci sg
przenoszone do komorek i hydrolizowane w lizo-
somach, a nastepnie cholesterol jest uwalniany do
cytoplazmy komoérek. W pierwszym etapie stero-
idogenezy zachodzacej w komorkach, cholesterol
jest transportowany z zewnetrznej do wewnetrz-
nej blony mitochondrialnej za pomocg biatka
regulatorowego StAR (steroidogenic acute regula-
tory protein), (ryc. 1). Nastepnie cholesterol staje
sie substratem jednego z enzymdw cytochromu
P450 (CYP11A1), ktéry katalizuje konwersje cho-
lesterolu do pregnenolonu. Pregnenolon dyfundu-
je do retikulum endoplazmatycznego gladkiego,

gdzie przy udziale 3-dehydrogenazy beta-hydrok-
systeroidowej (3PHSD2) zostaje przeksztalcony
w progesteron. CYP17A1 katalizuje 17-hydrok-
sylacje pregnenolonu i progesteronu do 17a-hy-
droksy zwigzkéow posrednich prowadzacych do
powstawania hormonu dehydroepiandrosteronu
(DHEA), a przy udziale dehydrogenazy 17-beta-
-hydroksysteroidowej (17BHSD) do testosteronu.
Testosteron jest zardbwno hormonem posrednim,
jak i produktem koncowym szlaku przeksztalcen.
17B-Estradiol jest przeksztalcany z testosteronu
przez enzym aromataze (CYP19A1), a alternatyw-
nie moze by¢ przeksztalcany przez 17BHSD z es-
tronu, hormonu wytwarzanego w wyniku dziala-
nia aromatazy na androstendion. Testosteron (T)
i 17p-estradiol (E2) sa uwazane za koncowe hor-
mony szlaku steroidogenezy (Haggard i in. 2018;
Larson i in. 2014; Maglich i in. 2014; Simon i in.
2017; Zirkin, Papadopoulos 2018).

Badania in vitro wplywu ksenobiotykéw na
steroidogeneze skupiaja si¢ na takich aspektach,
jak: potencjalne interakcje ksenobiotykéow z re-
ceptorami dla hormondw, ocena aktywnosci enzy-
mow z rodziny cytochromu P450 (np. aromatazy,
CYP19A1) i ocena sekrecji koncowych produk-
tow szlaku enzymatycznego, czyli poszczegolnych
hormonéw (Larson i in. 2014; Lauretta i in. 2019;
Nakano iin. 2016).
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Rycina 1. Schemat steroidogenezy w gonadach meskich (komérki Leydiga), (na podstawie: Zirkin, Papadopoulos 2018)

Unikalnym modelem in vitro badania wptywu
ksenobiotykow na steroidogeneze nadnerczows jest
ludzka linia NCI-H295R, wyprowadzona z raka
kory nadnerczy (Ahmed i in. 2018; Karmaus i in.
2016; Maglich i in. 2014; Nakano i in. 2016; Nielsen
i in. 2012; OECD 2011; Strajhar i in. 2017; Wang,
Rainey 2012). Badania steroidogenezy na tej linii
zostaly pozytywnie zwalidowane i opublikowane
w postaci metody OECD nr 456 (Hecker i in. 2011;
OECD 2011; Wang, Rainey 2012). Z kolei do badan
steroidogenezy gonadalnej wykorzystuje si¢ synte-
tyzujace aromataze linie komoérkowe pochodzace
z: jajnikéw (KGN), tozyska (JEG-3 i JAR) lub jader
(R2C, TM3, MA-10, K9, BLTK-1), czesto tez stosu-
je sie test wykorzystujacy ludzka tozyskowa frakcje
mikrosomalng (Abdou i in. 2014; Bara, Kaul 2018;
Engeli i in. 2018; Odermatt i in. 2016; Simon i in.
2017; Young i in. 2017; Zirkin, Papadopoulos 2018).

Jednym z modeli in vitro do przesiewowego
badania zwigzkéw zakldcajacych proces steroido-
genezy w gonadach s3 odpowiedzialne za produk-
cje testosteronu komorki Leydiga, wystepujace
w przestrzeni $rodmigzszowej jader samcow
kregowcow. Najczesciej do badan wykorzystu-
je sie ustalone linie komorek Leydiga pochodza-
ce od gryzoni, gléwnie myszy i szczuréw (Botteri
Principato i in. 2018; Chen i in. 2016; Engeli i in.
2018; Heneweer i in. 2004; Leisegang, Henkel 2018;
Odermatt i in. 2016; Zirkin, Papadopoulos 2018).
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Izolowane z jader szczuréw komorki Leydiga
linii R2C do produkcji hormonéw steroidowych
(gtéwnie progesteronu) w odréznieniu od analo-
gicznych komoérek pochodzacych z jader myszy
nie wymagaja stymulacji czynnikiem luteinizujg-
cym (Zirkin, Papadopoulos 2018). Wykazuja tez
wysoka ekspresje genoéw odpowiedzialnych za
produkcje biatka StAR, a ich mitochondria zawie-
rajg duzo wigkszy poziom cholesterolu niz komor-
ki mysie (Raoiin. 2003). Badania przeprowadzone
przez Heneweer i in. (2004) wykazaly, ze komorki
Leydiga linii R2C sg bardziej wrazliwe na dziala-
nie inhibitoréw aromatazy w poréwnaniu z linig
NCI-H295R zalecang do badan steroidogenezy
nadnerczowej (OECD 2011).

Postepy, jakie dokonaly si¢ w ostatnich latach
w dziedzinie nanotechnologii, doprowadzily do
opracowania wielu rodzajéw nanostruktur/na-
nomaterialéw majacych zastosowanie w réznych
sektorach przemystowych, biomedycynie oraz
w produktach dostepnych dla konsumentow. Po-
stepujacy rozwdj nanotechnologii niesie za sobg
potencjalne korzysci, jednak wzbudza obawy do-
tyczace mozliwych skutkéw toksykologicznych
w uktadach biologicznych i srodowisku. Badania
eksperymentalne in vitro i in vivo potwierdzaja,
ze nanomaterialy moga inicjowac toksyczno$¢ na
poziomie subkomoérkowym, komoérkowym oraz
na poziomie calego organizmu (Zapér 2016; 2018;
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Zapor, Oberbek 2020). Coraz wiecej badan wska-
zuje, ze nanomaterialy nie sa obojetne dla zdrowia
czlowieka. Moga powodowa¢ m.in. stany zapalne
i zmiany zwtoknieniowe tkanki migzszowej ptuc,
zmiany w ukladzie sercowo-naczyniowym, ner-
wowym, immunologicznym, zmiany morfolo-
giczne w narzadach, w ktorych ulegaja kumulacji,
i uszkodzenia genotoksyczne. Mogg tez dziata¢
szkodliwie na rozwdj plodu i rozrodczosé oraz
niekorzystnie wpltywa¢ na mikrobiote w uktadzie
pokarmowym i oddechowym czlowieka (Borisova
2018; Frohlich, Salar-Behzadi 2014; Kuijpers i in.
2018; Larese Filon i in. 2016; Pietroiusti iin. 2018;
Poh i in. 2018; Schulte i in. 2019; Stapleton i in.
2018; Stone i in. 2017; Umezawa i in. 2018; Zapdr,
Oberbek 2020). Malo rozpoznanym w badaniach
naukowych obszarem dotyczacym zagrozen dla
zdrowia i srodowiska, jakie moga stanowi¢ nano-
materialy, jest ich dzialanie na uklad hormonalny
czlowieka (Pietroiustiiin. 2018; Priyam iin. 2018).

Do nanomaterialéw o coraz wiekszym zasto-
sowaniu zaréwno przemystowym, jak i konsu-
menckim nalezg nanoczgstki platyny (Pt-NPs).
Pt-NPs sg stosowane w elektrochemii i elektronice,
w metalurgii i motoryzacji (jako katalizatory
w silnikach samochodowych), jako katalizatory
w przemysle petrochemicznym. W medycynie
i diagnostyce medycznej wykorzystuje sie je jako
leki kliniczne (w chorobach nowotworowych,
w chorobie Parkinsona), nos$niki lekéw, biosen-
sory, $rodki antyseptyczne, srodki kontrastowe
i fototerapeutyczne. Wchodzg w sklad implan-

tow stomatologicznych, majg tez zastosowanie
w kosmetologii (Czubacka, Czerczak 2019; Demir
iin. 2020; Jeyaraj i in. 2019; Labrador-Rached i in.
2018).

Coraz wigksze zastosowanie Pt-NPs powoduje,
ze moga one systematycznie uwalnia¢ si¢ do $ro-
dowiska, przede wszystkim do powietrza (w tym
powietrza srodowiska pracy), ale takze do wody,
$ciekow i gleby, zaréwno z proceséw produkceyj-
nych, jak i podczas ich przetwarzania i stosowa-
nia oraz w wyniku utylizacji odpadéw. Pt-NPs,
szczegllnie te stosowane jako katalizatory spalin,
moga ulega¢ depozycji w poszczegolnych kom-
partmentach srodowiska, zwlaszcza ze nie ulegaja
biodegradacji, przez co stanowig zagrozenie dla
organizmow zywych (Demir i in. 2020; Thangam,
Veeramani 2015). Dane dotyczace toksycznosci
Pt-NPs potwierdzajg dziatanie prozapalne i nefro-
toksyczne oraz mozliwos¢ bioakumulacji w ptu-
cach, watrobie i $ledzionie (Czubacka, Czerczak
2019; Mukherjee i in. 2021). Nieliczne wyniki ba-
dan wskazuja, ze Pt-NPs moga dziata¢ endokryn-
nie (Labrador-Rached i in. 2018).

Biorac pod uwage zdolnos¢ Pt-NPs do bioaku-
mulacji w organizmach zywych, wazne jest po-
znanie diugotrwatych skutkdéw narazenia, jakim
jest wplyw na funkcje rozrodcze, w tym produkcje
hormondw (testosteronu i 17p-estradiolu).

Celem pracy byla ocena wplywu nanocza-
stek platyny na sekrecje hormonéw steroidowych
w komorkach Leydiga linii R2C.

CZESC DOSWIADCZALNA

Materiaty i metody

Odczynniki i media hodowlane

Do badan stosowano nanoczastki platyny
(Pt-NPs) <50 nm w zawiesinie o stezeniu 1 mg/
ml (Pt-NPs), (Nanocomposix), stabilizowane cy-
trynianem sodu o stezeniu 0,05%. Forskolina,
prochloraz oraz DMSO pochodzily z firmy Sigma-
-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Komérki R2C (ATCC® CCL-97™) hodowano
w medium Ham’s F-12 Nutrient mixture (Gibco)
z dodatkiem 10-procentowej plodowej surowicy
cielecej FBS (Fetal Bovine Serum), (Sigma-Aldrich).

Do przeprowadzenia testéw kolorymetrycz-
nych stosowano: 0,4-procentowy roztwodr blekitu
trypanu (numer kat. T-8154); NRU (Neutral Red
Solution), (numer kat. N-2889); MTT [bromek
3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difenylotetra-
zolu)], (numer kat. M-5655); DMSO (dimetylo-
sulfotlenek), (numer kat. D-5879); bufor Han-
ka (Hank’s Balanced Salt Solution), (numer Kkat.
H-8264); Dulbeco’s Phosphate Buffered Saline (nu-
mer kat. D-8537) firmy Sigma-Aldrich; zbuforow-
any roztwor soli fizjologicznej (PBS, Biomed-Lub-
lin), etanol techniczny firmy Avantor Performance
Materials Poland SA.
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Sekrecje hormonéw steroidowych - testos-
teronu (T) i 17pB-estradiolu (E2) oznaczano te-
stem kompetencyjnym ELISA (Enzyme-Linked
Immune-Sorbent Assay) za pomoca komercyj-
nego zestawu firmy Cayman Chemical Compa-
ny, Ann Arbor, MI, USA (testosteron, numer kat.
582701; 17B-estradiol, numer kat. 582251).

Prowadzenie hodowli komérkowych

Komorki linii R2C (ATCC® CCL-97™) pocho-
dzace z raka komorek Leydiga wyizolowanych
z jadra szczura (Rattus norvegicus) zakupiono
w banku komérek ATCC (American Type Culture
Collection), (LGC Standards Sp. z 0.0.).

Komoérki hodowano w warunkach sterylnych,
w inkubatorze z dostepem 5% CO,, w stalej tem-
peraturze 37°C i wilgotnosci 95%, w naczyniach
hodowlanych o powierzchni wzrostu hodowli wy-
noszacej 25 oraz 75 cm? (NUNC). Komorki hodo-
wano w postaci pojedynczej warstwy na dnie na-
czynia (monolayer). Wzrost hodowli oceniano pod
mikroskopem. Po uzyskaniu 60 + 80% konfluencji
hodowli (procent powierzchni naczynia hodowla-
nego zajetego przez komorki) komorki pasazowa-
no. W celu przeprowadzenia pasazu komorki prze-
plukiwano 0,5 mM EDTA, a nastepnie poddawano
trawieniu z udziatem 0,25-procentowej trypsyny
w temperaturze 37°C. Dzialanie enzymu hamo-
wano przez plukanie komoérek medium hodow-
lanym. Komorki nastepnie wirowano dwukrotnie
(125 x g, 5 min) i z wykorzystaniem 0,4-procen-
towego roztworu bilekitu trypanu oceniano ich
zywotno$¢ za pomoca mikroskopu $wietlnego
z odwrécong optyka (Nikon TMS-E, Japonia).

Ocena cytotoksycznego dziatania Pt-NPs oraz
wyznaczanie stezen niskotoksycznych

Roztwory Pt-NPs przygotowywano w komplet-
nym medium hodowlanym bezposrednio przed
wykonaniem dos$wiadczenia. Roztwory (zawie-
siny) przed nakropieniem na komoérki mieszano
(Vortex) przez ok. 1 min w celu zapewnienia ich
jednorodnosci.

Przed przystagpieniem do badan cytotoksycz-
noéci sporzadzano zawiesing komoérek. W tym
celu komorki rozdzielano za pomocg trypsyny
(0,25-procentowy roztwdr trypsyny z EDTA),
a nastepnie zawieszano w $wiezym medium ho-
dowlanym i poddawano wirowaniu (200 x g przez
5 min), aby usuna¢ komorki uszkodzone w proce-
sie trypsynizacji. Przed rozpoczeciem wlasciwego
doswiadczenia w otrzymanej zawiesinie oceniano
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przezywalno$¢ komorek, stosujac test wychwytu
blekitu trypanu. W tym celu komoérki umieszcza-
no w komorze Biirkera i komoérki zywe (niezabar-
wione) oraz uszkodzone (zabarwione na niebie-
sko) liczono przy uzyciu mikroskopu $wietlnego
z odwrdécong optyka (Nikon TMS-E Japonia),
stosujac 100-krotne powigkszenie.

Na podstawie otrzymanych wynikéw oblicza-
no tzw. wspolczynnik przezywalnosci (stosunek
komorek zywych do uszkodzonych). Do dalszych
badan stosowano zawiesing komorek, w ktorej
liczba uszkodzonych komorek nie przekraczala
20%. Nastepnie zawiesing komdrek doprowadza-
no do stezenia wymaganego w doswiadczeniu.

Po 48-godzinnym narazeniu komorek cytotok-
syczne dzialanie badanych substancji analizowano
za pomocg testu redukcji soli tetrazolowej MTT
(test MTT), okreslajacego aktywnos$¢ metabolicz-
ng komoérek wyrazong zdolnoscig pochtaniania
barwnika, czyli z61tej soli tetrazolowej (MTT) [bro-
mek 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difenylo-
tetrazolu], i redukowania go, gléwnie w mito-
chondriach, przy udziale dehydrogenazy bursz-
tynianowej do krystalicznego zwigzku formaza-
nowego o fioletowo-granatowym zabarwieniu
(INVITTOX nr 17), oraz testu pochfaniania czer-
wieni obojetnej oceniajgcego integralnos¢ blon
komorkowych (test NRU, Neutral Red Uptake
Assay), ktorego zasada opiera sie¢ na zdolnosci zy-
wych, nieuszkodzonych komoérek do pochlaniania
barwnika, czyli czerwieni obojetnej (chlorowodo-
rek 3-amino-7-dimetylo-amino-2-metylofenazy-
ny), ktéry gromadzi si¢ w lizosomach (INVITTOX
nr 64).

Komorki R2C zawieszano w medium hodowla-
nym w stezeniu 1 - 10° zywych komérek/ml, a na-
stepnie w mikroplytce 96-zaglebieniowej umiesz-
czano po 100 pl zawiesiny w kazdym zaglebieniu.
Po 24 h inkubacji (temp. 37°C; 5% CO,; 95% wil-
gotnosci), podczas ktorej komorki przyklejaly sie
do dna mikroplytki, aspirowano medium znad
komorek i do kazdego zaglebienia mikroptytki
dodawano po 100 pl roztworu (zawiesiny) badanej
substancji o okreslonym stezeniu. Kazda probke
nanoszono w dziewieciu powtoérzeniach. Kon-
trole stanowily komorki inkubowane w medium
odzywczym pozbawionym ksenobiotykéw. Mikro-
plytki umieszczano w inkubatorze CO, na 24 h, po
czym wykonywano testy MTT lub NRU zgodnie
z zaleceniami protokotow INVITTOX nr 17
(MTT) lub nr 64 (NRU).
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Stezenie barwnikéw w probach badanych
i kontrolnych oznaczano wobec préby slepej (ktorg
stanowil barwnik w zaglebieniach mikroptytki bez
komorek) na czytniku do mikroptytek SYNERGY
2 (BioTek Instruments, Inc.), przy dlugosci fali
570/630 nm (MTT) lub 540/450 nm (NRU).

Na podstawie pomiardéw absorbancji wylicza-
no procent przezywalnosci komorek (zywotno$¢)
narazanych na Pt-NPs w poréwnaniu z kontrolg
wedlug wzoru:

zywotno$¢ [%] = ($r. absorbancja proby badanej /
$r. absorbancja proby kontrolnej) x 100%

Przed przystapieniem do badan cytotoksyczno-
$ci sprawdzano mozliwo$¢ interferencji nanocza-
stek z odczynnikami testu. W tym celu przepro-
wadzono inkubacje badanych nanomateriatéw bez
obecnosci komorek, a nastgpnie wykonywano test
MTT lub NRU (Kroll i in. 2012). Badanie cytotok-
sycznosci wykonywano w trzech powtérzeniach.

Zmiany cytotoksyczne zachodzace w komor-
kach po narazeniu na niskie stezenia Pt-NPs
(4 pg/ml) oceniano réwniez technikg mikrosko-
pii holotomograficznej (HTM). W celu uwidocz-
nienia struktur mitochondrialnych komoérki in-
kubowano z barwnikiem MitoView (Biotium)
w stezeniu 100 nM. Do wizualizacji lizosoméw za-
stosowano barwnik LysoView (1: 1000, Biotium),
jadra komoérkowe barwiono za pomocg odczynni-
ka DAPI (1: 1000, Sigma-Aldrich).

Badanie wplywu Pt-NPs na steroidogeneze
w komérkach R2C na podstawie
testu oznaczania Ti E2

Czynnosci zwigzane z wykonaniem badania obej-

mowaly:
- kontrole jakosci uktadu badawczego, czyli
ocene¢ zdolnosci komoérek do wydzielania

hormonéw T i E2 pod wplywem dziatania
silnego induktora (forskolina) lub inhibi-
tora (prochloraz) steroidogenezy,

- narazenie komorek R2C na szereg stezen
Pt-NPs,

- badanie zywotnosci komoérek po naraze-
niu na Pt-NPs.

Kontrola jakosci uktadu badawczego

Na plytki 24-dotkowe nanoszono zawiesing ko-
morek o stezeniu 150 000 komodrek/ml w medium
hodowlanym w objetosci 1 ml na dotek. Kontrola
jakos$ci ukladu badawczego zawierata:
— proby slepe (komorki nienarazane),
- proby kontrolne, ktére stanowity komorki
w medium z dodatkiem rozpuszczalnika
- 0,1-procentowy DMSO (solvent control,
SO),
- dwa stezenia forskoliny (FOR), (1110 uM)
- substancja silnie indukujaca synteze hor-
monoéw 17B-estradiolu (E2) i testosteronu
(D),
- dwa stezenia prochlorazu (PRO), (0,1
i 1 uM) - silny inhibitor syntezy hormo-
néw 17p-estradiolu (E2) i testosteronu (T),
- metanol (MeOH), (70%) - jako kon-
trola dodatnia cytotoksycznosci (po-
woduje $mier¢ 100% komorek) w tescie
zywotnosci/cytotoksycznosci.

Uklad plytki kontroli jakosci przedstawiono
w tabeli 1.

Po 48-godzinnym narazeniu komdrek na bada-
ne substancje pozywke przenoszono do probowek
Eppendorfa i przechowywano w temperaturze
—-80°C do czasu analizy ELISA, natomiast w kaz-
dym dotku mikroptytki natychmiast po usunieciu
pozywki oceniano zywotno$¢ komorek testem

Tabela 1. Uktad ptytki kontroli jakosci do celéw badania efektywnosci nienarazonych komérek R2C i komérek narazonych na dziatanie
znanych inhibitoréw (PRO - prochloraz) i stymulatoréw (FOR - forskolina) produkgji 178-estradiolu i testosteronu

1 2 3 4 5 6
A Proba Slepa (a) | Probaslepa (a) | ProbaSlepa (a) | PrdbaSlepa Proba Slepa (a) Préba Slepa (a)
(a) (+ MeOH) (b) (+ MeOH) (b) (+ MeOH) (b)
B DMSO (c) 1yl | DMSO (c) 1ul | DMSO (c) 1yl | DMSO (c) 1l DMSO (c) 1l DMSO (c) 1ul
(+ MeOH) (b) (+MeOH) (b) (+MeOH) (b)
C FOR1uM FOR 1M FOR1pM PRO 0,1 uM PRO 0,1 M PRO 0,1 pM
D FOR 10 pM FOR 10 pM FOR 10 yM PRO 1pM PRO TuM PRO 1pM

Objasnienia: (a) Komérki w dotkach préby slepej otrzymuija jedynie podtoze (bez rozpuszczalnika, DMSO); (b) Metanol (MeOH) dodawany po zakon-
czeniu narazenia i usunieciu podtoza z tych dotkéw; (c) DMSO - kontrola rozpuszczalnika (komérki nienarazane w medium hodowlanym zawierajacym

0,1-procentowy DMSO); PRO - prochloraz, FOR - forskolina.
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MTT. Kontrole jakosci ukladu badawczego wyko-
nywano kazdorazowo w przypadku stosowania do
badan komdrek z nowego rozmrozonego pasazu.

Narazenie komorek na Pt-NPs

Na plytki 24-dotkowe wysiewano komorki w ste-
zeniu 150 000 komoérek/ml w medium hodowla-
nym w objetosci 1 ml na dofek. Po 24 h inkubacji
pozywke usuwano, a na plytke nanoszono zawie-
sing Pt-NPs w medium hodowlanym z dodatkiem
rozpuszczalnika, tj. 0,1-procentowego DMSO
w pieciu stezeniach, w trzech powtdrzeniach. Za-
kres stezen wynosit: 8 + 125 pg/ml.

Komérki narazano przez 48 h, po czym po-
zywke przenoszono do probowek Eppendorfa
i przechowywano w temp. —80°C do czasu analizy
ELISA, a w kazdym dotku mikroptytki oceniano
zywotnos$¢ komorek testem MTT.

Na podstawie pomiaréw absorbancji wylicza-
no procent przezywalnosci komorek (zywotno$¢)
narazonych na Pt-NPs w poréwnaniu z kontrola
wedlug wzoru:

ér.0D bad. — ér. 0D MeOH

1009
%.0D (SC) — 4r.0D MeoH * 100%

% zywych komorek =

gdzie:
$r. OD bad. - $rednia absorbancja proby badanej;
§r. OD MeOH - $rednia absorbancja w dol-
kach, w ktérych podawano MeOH (100% mar-
twych komorek);
sr. OD (SC) - srednia absorbancja w dotkach
zawierajacych kontrole rozpuszczalnika.

Oznaczanie steZzefh hormonow T i E2

testem kompetencyjnym ELISA

Do oznaczen poziomu T i E2 zastosowano kom-
petencyjne testy ELISA (Cayman). Zasada testu
kompetencyjnego (rywalizujacego) polega na do-
dawaniu do plytki oplaszczonej antygenem zarow-
no surowicy, jak i specyficznego wobec antygenu
przeciwciala wyznakowanego enzymem. Pomig-
dzy przeciwcialami pochodzacymi z surowicy
a przeciwcialami nastepuje
wspotzawodnictwo (kompetencja), co pozwala
okresli¢ ilo§¢ przeciwcial w surowicy; im mniej
przeciwcial wyznakowanych pofaczy sie z antyge-
nem, tym stabsza reakcja barwna jest obserwowana.

wyznakowanymi
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Zakres oznaczalno$ci w tescie oznaczania E2
wynosit 0,61 + 10 000 pg/ml, czutos$¢é: 20 pg/ml.
Zakres oznaczalnosci w tedcie oznaczania T wy-
nosit 3,9 + 500 pg/ml, czulos¢ (80% B/B,): 6 pg/
ml. Do pomiaru absorpcji uzyto automatycznego
czytnika SYNERGY-2 firmy BioTek Instruments
(USA) przy dlugosci fali zalecanej przez produ-
centa (410 nm). Ekstrakty pozywki hodowlanej
przed uzyciem w testach ELISA rozcienczono:
1: 5,1: 10 i 1: 50 w przypadku oznaczen E2 oraz
1:50,1: 1001 1: 500 dla T.

Analiza danych

Do analizy stezen hormonéw brano pod uwage
tylko wyniki pomiaréw pochodzace z dotkéw plyt-
ki (studzienek), w ktorych cytotoksycznos¢ byta
mniejsza niz 20% (w przypadku ponad 20-pro-
centowej cytotoksyczno$ci nastepuje zahamowa-
nie procesu steroidogenezy). Aby oceni¢ wzgledne
zwigkszenie/zmniejszenie produkcji hormonéw,
wyniki normalizowano do $redniej wartosci stezen
hormonéw w kontroli, ktorg stanowily komorki
nienarazane z medium zawierajgcym 0,1-procen-
towy DMSO (kontrola rozpuszczalnika), i wyraza-
no jako krotnos¢ zmiany w stosunku do kontroli
rozpuszczalnika na kazdej plytce testowej wedlug
wzoru:

wzgledna zmiana = (stezenie hormonu w dotku) /
($rednie stezenie hormonu we wszystkich
dotkach z kontrolg rozpuszczalnika)

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono
w dwoch niezaleznych probach. Dane wyrazono
jako $rednia + blad standardowy $redniej. Testy
cytotoksycznosci oraz kontrole jakosci uktadu ba-
dawczego przeprowadzono w trzech niezaleznych
powtorzeniach. Istotno$¢ réznic miedzy warto-
$ciami $rednimi a prébami kontrolnymi oceniano
za pomocy niesparowanego testu t-Studenta przy
p < 0,05. Do analizy statystycznej wykorzystano
oprogramowanie Statistica w wersji 7.1.
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OMOWIENIE WYNIKOW

Ocena dziatania cytotoksycznego

Wplyw nanoczastek platyny (Pt-NPs) na prze-
zywalno$¢ komorek Leydiga (R2C) oceniang za
pomocg testow MTT i NRU po 48-godzinnym
narazeniu przedstawiono na rycinie 2, natomiast
zmiany morfologiczne zachodzace pod wplywem
narazania komoérek R2C oceniane technikg mi-
kroskopii holotomograficznej zobrazowano na ry-
cinach 3i4.

Otrzymano duze rdznice w dziataniu cyto-
toksycznym w zalezno$ci od stosowanego te-
stu. Pt-NPs w tescie oceniajgcym aktywnos¢
mitochondriow (MTT) wykazaly pelny profil
dzialania toksycznego, tj. zmniejszenie Zywot-
nosci komodrek w zakresie 20 + 80%. Stopniowe
zmniejszenie przezywalno$ci komorek w stosun-
ku do kontroli notowano przy stezeniach powyzej
31 pg/ml. Zmniejszenie przezywalnosci komo-
rek o 50% notowano przy stezeniach powyzej
250 pg/ml. Stezenia uznane za niskotoksyczne
(powodujgce zmniejszenie zywotnosci komorek
0 20%) miescity sie w zakresie do 125 pg/ml. Test
oceniajacy integralno$¢ blon lizosoméw (NRU)
nie uwidocznit zmian cytotoksycznych pod wply-
wem narazenia na zadne ze stosowanych stezen
Pt-NPs.

Na rycinie 3 przedstawiono obraz prawidlo-
wych, nienarazanych komoérek Leydiga R2C (ko-
morki kontrolne) w §wietle przechodzacym oraz po
wybarwieniu organelli komoérkowych barwnikami
fluorescencyjnymi. Komorki charakteryzuja sig re-
gularnym ksztaltem i gesta cytoplazma, w ktorej
widoczne sg mitochondria oraz jadra komoérkowe
z regularnymi, nienaruszonymi bfonami. Komoérki
R2C narazone na dzialanie Pt-NPs (ryc. 4) maja
zmieniony i wydluzony ksztalt, charakteryzuja si¢
zmniejszong w stosunku do kontroli ilo$cig cyto-
plazmy, wydiuzonymi wypustkami oraz rozluz-
nieniem polaczen migdzy komdrkami. W obrazie
mikroskopowym widoczna jest obkurczona cyto-
plazma oraz zgromadzone w obrebie cytoplazmy
i jadra komdrkowego mitochondria, obserwowa-
no réwniez zwigkszenie liczby lizosomoéw.

Ocena cytotoksycznosci substancji chemicz-
nych jest podstawowym narzedziem w okreslaniu
ich potencjalnych skutkéw na poziomie komorko-
wym. Najczesciej stosowang miarg cytotoksycz-
nosci (tzw. cytotoksycznosci podstawowej) jest
warto$¢ IC;, (stezenie substancji, ktore powoduje
$mier¢ 50% komorek w hodowli). Jednak do po-
glebionych badan toksycznosci (np. badania stresu
oksydacyjnego, reakcji zapalnych, genotoksycz-
nosci, steroidogenezy itp.) istotne jest okreslenie

125,0

100,0

75,0

50,0

Pt-NPs - R2C

Zywotnosé, % kontroli

), B

T‘
N\

0,0

Stezenie, pg/ml

B Kontrola E15,6 B31,2 @62,5 0125 @250 8500

NRU

Rycina 2. Wptyw nanoczastek platyny (Pt-NPs), (<50 nm) na zywotno$¢ komédrek R2C oceniang testem MTT i NRU po 48 h narazania.
Dane wyrazono jako procentowa zywotno3¢ komérek narazanych na Pt-NPs w stosunku do komérek kontrolnych. Kazdy punkt reprezen-
tuje Srednig i odchylenie standardowe z 3 niezaleznych eksperymentdw. (*) Roznice istotne statystycznie (p < 0,05)
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Rycina 3. Komorki R2C nie poddane dziataniu zadnego zwiazku (kontrola). A - obraz w $wietle przechodzacym; B, C—komérki z uwidocz-
nionymi mitochondriami (kolor zielony) oraz jgdrami komérkowymi (kolor niebieski). D — komérki z wyznakowanymi lizosomami (kolor
pomarariczowy) i jgdrami komérkowymi (kolor niebieski). Powigkszenie 60x

Rycina 4. Komérki R2C narazane na nanoczastki platyny (Pt-NPs) (<50 nm) w stezeniu ok. 4 ug/ml. A, E - obraz komérek w Swietle prze-
chodzacym; B, C - komérki z uwidocznionymi mitochondriami (kolor zielony); C, D — komérki z wyznakowanymi jgdrami komérkowymi
(kolor niebieski); F — komérki z uwidocznionymi lizosomami (kolor pomarariczowy). Powiekszenie 60x
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stezen subletalnych, w ktérych substancja dziala
stabo cytotoksycznie. Na takie dzialanie wskazuja
stezenia substancji powodujace zmniejszenie zy-
wotnosci komoérek o 20% w testach cytotoksycz-
nosci (OECD 2011). W przeprowadzonym bada-
niu obserwowano bardzo duze réznice w zakresie
stezen cytotoksycznych w zaleznosci od stosowa-
nej metody badawczej. Test MTT wykazal wigk-
sza czulo$¢ (pelny profil dzialania toksycznego).
Duza dysproporcje w dzialaniu cytotoksycznym
nanoczastek platyny obserwowano tez w zalez-
nosci od typu komorek. Komorki pecherzykow
plucnych A549 narazane na Pt-NPs (25 nm) tra-
city zywotnos¢ juz przy stezeniu 1 ug/ml, podczas
gdy komorki oskrzelikéw BEAS-2B byly catko-
wicie niewrazliwe na dzialanie czastek (Diabaté
i in. 2009). Podobnie w komdrkach (monocytach)
THP-1 nie obserwowano zmian cytotoksycz-
nych po narazeniu na Pt-NPs o wielkosci czastek
5 i 20 nm w stezeniach do 100 pg/ml (Gatto
i in. 2018). W badaniach na komdrkach watroby
HepG2 prowadzonych przez Labrador-Rached i in.
(2018) obserwowano 25-procentowe zmniejsze-
nie zywotnosci komorek po narazeniu na Pt-NPs
(50 nm) w stezeniu 100 pg/ml. Demir i in. (2020)
w badaniach na komoérkach jajowych ryb (linia
EPC i BF) narazanych na Pt-NPs (4 + 9 nm) ob-
serwowali istotne statystycznie zmiany wskazujace
na cytotoksyczne dziatanie platyny w zaleznosci
od stosowanej metody badawczej i rodzaju nano-
czastek. Pierwsze zmiany cytotoksyczne (ok. 20%
$miertelno$ci komoérek) oceniane testem aktywno-
$ci metabolicznej (Almar Blue) obserwowano przy

stezeniach Pt-NPs wynoszacych 100 + 150 pg/ml,
natomiast destrukcja blon lizosomalnych (test
NRU) nastgpowala przy stezeniu ok. 200 pg/ml.
Nanoczastki Pt powlekane PVP nie powodowaly
zmian cytotoksycznych w zakresie stezen wyno-
szacym 0,325 + 200 mg/1.

Ocena wptywu nanoczastek platyny na
steroidogeneze w komérkach R2C na
podstawie testu oznaczania T i E2

Kontrola jakosci ukfadu badawczego

Na rycinie 5 przedstawiono zmiany w sekrecji te-
stosteronu (T) i 17B-estradiolu (E2) w komérkach
R2C poddanych dzialaniu substancji indukuja-
cej (forskolina, FOR) lub hamujacej (prochloraz,
PRO) sekrecje hormonéw, wyrazone jako wartos¢
wzgledna w stosunku do kontroli rozpuszczalnika
(krotno$¢ zmian w stosunku do kontroli rozpusz-
czalnika).

Badane komorki R2C wykazywaly zdolnos¢
zaréwno do indukgji, jak i inhibicji produkeji hor-
monow.

W komérkach narazonych na induktor (FOR)
obserwowano istotne statystycznie w stosunku do
kontroli i zalezne od stezenia zwigkszenie pozio-
mu obu hormonéw. Przy najwyzszym stezeniu
FOR (10 pM) krotnos$¢ zwigkszenia stezenia E2
wynosifa 2,3£0,06, a stezenia T - 1,9+0,18.

Narazenie komorek na inhibitor (PRO) powo-
dowalo istotne statystycznie, zalezne od stezenia
zmniejszenie stezenia E2 w stosunku do kontroli

2,5

15

0,5

Krotnos¢ zmiany w stosunku do kontroli
rozpuszczalnika (SC)

17B-Estradiol

PRO 1,0 PROO,1 MKontrola EIFOR1 EFOR 10

Testosteron

Rycina 5. Wptyw induktora (FOR: 1i 10 uM) oraz inhibitora (PRO: 0,1i 1 uM) na sekrecje testosteronu i 17p-estradiolu w komérkach R2C
wyrazony jako wartos¢ wzgledna (krotnos¢ zmian) w stosunku do kontroli rozpuszcalnika SC (SC=1), (n=3)
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(przy stezeniu 1 uM krotnos$¢ wynosita 0,39+0,06).
W przypadku T istotne w stosunku do kontro-
li zmniejszenie stezenia hormonu obserwowano
tylko przy stezeniu PRO wynoszacym 1 uM (krot-
no$é: 0,67+0,12).

Ocena wplywu Pt-NPs na sekrecje

T oraz E2 w komérkach R2C

Narazenie komoérek R2C na nanoczastki
platyny (Pt-NPs) powodowalo zwiekszenie
produkgji testosteronu (T) przy najnizszym
z zastosowanych stezen (8 pg/ml) na pozio-
mie poréwnywalnym z dzialaniem indukto-
ra (FOR). Przy wiekszych stezeniach Pt-NPs

produkcja hormonu T utrzymywata si¢ nieza-
leznie od stezenia na poziomie wigkszym niz
w kontroli (krotno$¢ zmian - 1,5), ale ponizej
wartos$ci notowanej dla FOR. Nie obserwowa-
no zaleznych od stezenia réznic w produkcji T
przy stezeniach Pt-NPs powyzej 8 ug/ml.

Z kolei stezenie 17p-estradiolu (E2) utrzymy-
walo sie na poziomie zblizonym do FOR niezalez-
nie od stezenia Pt-NPs (ryc. 6 i 7). Przezywalnos¢
komorek po narazeniu na Pt-NPs w najwigkszym
stezeniu (125 pg/ml), oceniana testem MTT,
wynosita ok. 80% (ryc. 8).

Pt-NPs - T
3
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Rycina 6. Wptyw nanoczastek platyny (Pt-NPs) na sekrecje testosteronu (T) w komédrkach R2C wyrazony jako krotno3¢ zmiany w stosun-
ku do kontroli rozpuszczalnika SC (SC=1), (n= 2). FOR - forskolina 10 pM; PRO — prochloraz 1 uM.
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Rycina 7. Wptyw nanoczatek platyny (Pt-NPs) na sekrecje 17B-estradiolu (E2) w komérkach R2C wyrazony jako krotno3¢ zmiany w sto-
sunku do kontroli rozpuszczalnika SC (SC=1), (n=2). FOR - forskolina 10 uM; PRO - prochloraz 1 yM
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Rycina 8. Wptyw nanoczastek platyny (Pt-NPs) na zywotnos¢ komdrek R2C oceniang testem MTT (n= 2)

Badania in vitro procesu steroidogenezy naleza
do panelu badan przesiewowych wedtug kryteriow
opracowanych przez OECD (2011). Pozwalajg one
zidentyfikowac substancje, ktére moga wplywac
na produkcje hormonéw w miedzykomoérkowym
szlaku biochemicznym rozpoczynajacym sie se-
kwencja reakeji od cholesterolu po produkcje E2
lub T, natomiast nie identyfikuja substancji, ktore
wplywaja na steroidogeneze na drodze oddzialy-
wania na o$ podwzgdrze-przysadka—-gonady, po-
niewaz taki skutek mozna zbada¢ wylacznie na
zwierzetach doswiadczalnych. Niemniej badania
na liniach komoérkowych daja odpowiedz TAK/
NIE na pytanie o zdolno$¢ danej substancji che-
micznej do wywolywania lub hamowania produk-
¢ji T i E2. Wyniki testu wyraza si¢ jako wzgledne
zmiany w produkcji hormonéw w poréwnaniu
z kontrola, ktérg stanowig komorki hodowane
w medium zawierajagcym rozpuszczalnik (tzw.
kontrola rozpuszczalnika).

Zastosowany uklad badawczy komorek Leydi-
ga linii R2C umozliwit ocene zaréwno indukgji,
jak i inhibicji sekrecji hormonoéw steroidowych,

17B-estradiolu i testosteronu, co potwierdzono
pomiarami stezen hormonéw w komoérkach na-
razanych na zwigzek indukujacy (forskoling) lub
hamujacy (prochloraz).

Narazenie komoérek R2C na Pt-NPs <50 nm
powodowalo nasilenie sekrecji obu hormonoéw
(T 1 E2) w stosunku do kontroli, przy czym ste-
zenie E2 notowano na poziomie poréwnywalnym
z dzialaniem induktora. Uzyskane wyniki, chociaz
maja charakter przesiewowy, moga wskazywac na
potencjalne dziatanie modulujace proces steroido-
genezy w gonadach pod wplywem nanoczastek
platyny.

Nie znaleziono w literaturze opisanego wptywu
nanoczastek platyny na steroidogenez¢ w gona-
dach. Niektore badania dotyczace dzialania zwigz-
kow platyny wskazuja, ze takie dzialanie jest praw-
dopodobne. Doniesienia dotyczace cis-platyny
potwierdzaja, Ze ma ona istotny wplyw na ukfad
hormonalny, zwtaszcza na o steroidogenezy pod-
wzgorze-przysadka—jadra, i powaznie zaburza
produkcje testosteronu (Khanal i in. 2020; Maines
1990).

WNIOSEK

Wyniki wskazujg na mozliwos¢ wpltywu nanocza-
stek platyny na sekrecje enzymow szlaku syntezy
steroidéw plciowych (17p-estradiolu i/lub testo-

16

steronu) w gonadach, co moze przetozy¢ si¢ na ich
potencjalne dziatanie endokrynne.
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INTRODUCTION

Steroid hormones are among the main factors
involved in regulating vertebrate reproduction,
they also affect the immune system, response to
stress, gluconeogenesis, and a number of
development and growth processes (Hecker,
Giesy 2008; Larson et al. 2014; Lauretta et al.
2019; Maglich et al. 2014). Five classes of steroids
are present in human bodies: glucocorticoids
(cortisol),  mineralocorticoids  (aldosterone)
and sex hormones (gestagens, oestrogens and
androgens). The process of steroid hormone
synthesis (steroidogenesis) occurs in the adrenal
cortex, gonads and placenta. Steroid hormones
are synthesised from cholesterol, carried in
the bloodstream by low-density lipoproteins.
Complexes formed by cholesterol binding to low-
densitylipoprotein receptors are transferred to cells
and hydrolysed in lysosomes, and subsequently
cholesterol is released into the cell cytoplasm.
In the first stage of steroidogenesis taking place
in cells, cholesterol is transported from the
external to the internal mitochondrial membrane
by the steroidogenic acute regulatory protein
(StAR), (Figure 1). Subsequently, cholesterol
becomes a substrate of one of the cytochrome
P450 enzymes (CYP11Al), which catalyses

Cholesterol

CYP11A1
CYP17A1

3BHSD2

Mitochondrion

CYP17A1
Pregnenolone | —— ‘17(1—Hydroxypregnenolone ‘—> ‘Dehydroepiandrosterone ‘

Progesterone |——> ‘17&—Hydroxyprogesterone ‘—»

cholesterol ~ conversion to  pregnenolone.
Pregnenolone diffuses to the smooth endopla-
smic reticulum, where it is converted into
progesterone in a process catalysed by beta-
hydroxysteroid = 3-dehydrogenase  (3BHSD2).
CYP17A1  catalyses  17-hydroxylation  of
pregnenolone and progesterone to 17a-hydroxy
intermediates leading to the formation of the
dehydroepiandrosterone (DHEA) hormone and -
in the process catalysed by 17-beta-hydroxysteroid
dehydrogenase (17pHSD) - to testosterone.
Testosterone is both an intermediate hormone
and a final product of the transformation pathway.
17pB-Estradiol is converted from testosterone by the
enzyme aromatase (CYP19A1) and - alternatively
- it can be converted by 17BHSD from oestrone,
a hormone produced from androstenedione
through aromatase. Testosterone (T) and
17B-estradiol (E2) are regarded as the final
hormones of the steroidogenesis pathway (Haggard
et al. 2018; Larson et al. 2014; Maglich et al. 2014;
Simon et al. 2017; Zirkin, Papadopoulos 2018).

In vitro studies of xenobiotic effects on
steroidogenesis focus on aspects such as potential
interactions of xenobiotics with hormone
receptors, evaluation of the cytochrome P450

Outer mitochondrial mambrane

Inner mitochondrial membrane

17HsD3 / \ CYP19A1

‘Testosterone ‘ Estrone ‘

CYP19A1 \ /17HSD1
Estradiol

Figure 1. The steroidogenic pathway in male gonads (Leydig cells), (adapted from: Zirkin, Papadopoulos 2018)
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enzymes activity (e.g. aromatase, CYP19A1) and
evaluation of secretion of final enzyme pathway
products, i.e. individual hormones (Larson et al.
2014; Lauretta et al. 2019; Nakano et al. 2016).

The human NCI-H295R line, derived from
adrenal cortical carcinoma, is a unique in vitro
model in examining xenobiotic effects on adrenal
steroidogenesis (Ahmed et al. 2018; Karmaus et
al. 2016; Maglich et al. 2014; Nakano et al. 2016;
Nielsenetal.2012; OECD 2011; Strajharetal. 2017;
Wang, Rainey 2012). Studies of steroidogenesis
on this cell line were positively validated and
published as OECD Method 456 (Hecker et al.
2011; OECD 2011; Wang, Rainey 2012). On the
other hand, gonadal steroidogenesis studies use
aromatase-synthesizing cell lines derived from:
ovaries (KGN), placenta (JEG-3 and JAR) or
testicles (R2C, TM3, MA-10, K9, BLTK-1), and a
test using human placental microsomal fraction
is also used frequently (Anadou et al. 2014; Bara,
Kaul 2018; Engeli et al. 2018; Odermatt et al.
2016; Simon et al. 2017; Young et al. 2017; Zirkin,
Papadopoulos 2018).

Leydig cells, present in the interstitial space of
male vertebrate testicles and responsible for the
production of testosterone, are one of the in vitro
models for screening of compounds interfering
with steroidogenesis in gonads. Established Leydig
cell lines from rodents, mainly mice and rats, are
usually used in research (Botteri Principato et al.
2018; Chen et al. 2016; Engeli et al. 2018; Heneweer
et al. 2004; Leisegang, Henkel 2018; Odermatt et al.
2016; Zirkin, Papadopoulos 2018).

Unlike cells derived from mouse testicles,
Leydig cells of R2C line, isolated from rat testicles
for production of steroid hormones (mainly
progesterone) do not require stimulation by the
luteinising factor (Zirkin, Papadopoulos 2018).
They also exhibit high expression of genes
responsible for StAR production, and their
mitochondria contain much higher cholesterol
levels than murine cells (Rao et al. 2003). Studies
by Heneweer et al. (2004) showed that of the R2C
Leydig cell line is more sensitive to aromatase
inhibitors compared with the NCI-H295R line,
which is recommended for studies of adrenal
steroidogenesis (OECD 2011).

The progress in nanotechnology made in
recent years have led to the development of many
types of nanostructures/nanomaterials applicable
in various industrial sectors, biomedicine

18

and consumer products. The development of
nanotechnology has potential benefits, but it
raises concerns about possible toxicological
effects in biological systems and the environment.
In vitro and in vivo experimental studies have
confirmed that nanomaterials can initiate toxicity
at the subcellular, cellular and whole body levels
(Zapor 2016; 2018; Zapér, Oberbek 2020). More
and more studies indicate that nanomaterials
are not neutral to human health. They can cause,
among others, inflammations and fibrotic lesions
of parenchymal tissue of the lungs, changes in
the cardiovascular, nervous, immune systems,
morphological changes in organs where they
accumulate, and genotoxic damage. They can also
cause foetal and reproductive toxicity and adverse
effects on human gastrointestinal and respiratory
microbiota (Borisova 2018; Frohlich, Salar-Behzadi
2014; Kuijpers, et al. 2018; Larese Filon et al. 2016;
Pietroiusti et al. 2018; Poh et al. 2018; Schulte et
al. 2019; Stapleton et al. 2018; Stone et al. 2017;
Umezawa et al. 2018; Zapér, Oberbek 2020).
Nanomaterial effects on the human endocrine
system is a poorly explored area of health and
environmental risks (Pietroiusti et al. 2018; Priyam
etal. 2018).

Nanomaterials that are increasingly often
used in industry and in consumer goods include
platinum nanoparticles (Pt-NPs). Pt-NPs are used
in electrochemistry and electronics, metallurgy and
automotive products (as catalysts in car engines),
as catalysts in the petrochemical industry. In
medicine and medical diagnostics, they are used
as clinical drugs (in cancer, in Parkinson’s disease),
carriers of drugs, biosensors, antiseptics, contrast
agents and phototherapeutics. They are parts of
dental implants and are also used in cosmetology
(Czubacka, Czerczak 2019; Demir et al. 2020; Jeyaraj
et al. 2019; Labrador-Rached et al. 2018).

Due to the increasing use of Pt-NPs, they can
be released systematically into the environment,
especially to the air (including the air in the
work environment), but also to water, wastewater
and soil, both from production processes and
during their processing and use, and as a result of
waste disposal. Pt-NPs, especially those used as
exhaust catalysts, can be deposited in individual
compartments of the environment, especially since
they are not biodegradable and therefore pose
a threat to living organisms (Demir et al. 2020;
Thangam, Veeramani 2015). Pt-NPs toxicity data
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confirms their pro-inflammatory and nephrotoxic
effects and their potential for bioaccumulation in
the lungs, liver and spleen (Czubacka, Czerczak
2019; Mukherjee et al. 2021). Few research results
indicate that Pt-NPs can have an endocrine effect
(Labrador-Rached et al. 2018).

Given the ability of Pt-NPs to bioaccumulate
in living organisms, it is important to know the

long-term effects of exposure, such as the effects
on reproductive functions, including hormone
(testosterone and 17B-estradiol) production.

The objective of this study was to assess the
effect of platinum nanoparticles on the secretion
of steroid hormones in the R2C Leydig cell line.

EXPERIMENTAL PART

Materials and methods

Reagents and culture media

Platinum nanoparticles (Pt-NPs) <50 nm in a
1 mg/ml suspension (Pt-NPs) stabilised with
sodium citrate at a concentration of 0.05%
(Nanocomposix), were used in this study.
Forskolin, prochloraz and DMSO were supplied
by Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

R2C (ATCC® CCL-97™) cells were cultured
in Ham’s F-12 Nutrient mixture (Gibco) with
the addition of 10% foetal bovine serum (FBS)
(Sigma-Aldrich).

The following were used for colorimetric
tests: 0.4% solution of trypan blue (cat. number
T-8154); NRU (Neutral Red Solution), (cat.
number N-2889); MTT [3(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazole bromide], (cat. number
M-5655); DMSO (dimethyl sulfoxide), (cat.
number D-5879); Hank’s buffer (Hank’s Balanced
Salt Solution), cat. number H-8264); Dulbeco’s
Phosphate Buffered Saline (cat. number D-8537)
from Sigma-Aldrich; buffered saline (PBS,
Biomed-Lublin), technical-grade ethanol, Avantor
Performance Materials Poland SA.

Secretion of steroid hormones - testosterone
(T) and 17p-estradiol (E2) was determined by
a competitive ELISA (Ezyme-Linked Immune-
Sorbent Assay) test using a commercial kit made
by Cayman Chemical Company, Ann Arbor,
MI, USA (testosterone, cat. number 582701;
17B-estradiol, cat. number 582251).

Cell cultures

R2C line (ATCC® CCL-97™) cells derived from
Leydig cell carcinoma isolated from the rat (Rattus
norvegicus) testicles were purchased from the
American Type Culture Collection (ATCC) cell
bank (LGC Standards Sp. z 0.0.).
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The cells were cultured under sterile conditions,
in an incubator with an access to 5% CO,, at a
constant temperature of 37°C and 95% humidity,
in culture vessels with a culture area of 25 and
75 cm? (NUNC). Cells were grown in a monolayer
on the bottom of the vessel. The culture growth
was assessed under a microscope. When 60 + 80%
confluence of culture was achieved (cell surface
percentage in the culture vessel), the cells were
passaged. For passaging, cells were washed with
0.5 mM EDTA and subsequently digested with
0.25% trypsin at 37°C. The enzyme was inhibited
by washing the cells with the culture medium.
The cells were then centrifuged twice (125 x g,
5 min) and their viability was assessed using a
0.4% solution of trypan blue, under an inverted
microscope (Nikon TMS-F, Japan).

Assessment of Pt-NPs cytotoxicity and

determination of low-toxic concentrations

Pt-NPs solutions were prepared in a complete
culture medium immediately prior to the
experiment. Before being instilled on the cells, the
solutions (suspensions) were stirred (Vortex) for
about 1 min to ensure their homogeneity.

Prior to cytotoxicity testing, a cell suspension
was prepared. To this end, the cells were separated
by trypsin (0.25% solution of trypsin with EDTA),
suspended in the fresh culture medium and
centrifuged (200 x g for 5 min) to remove the
cells damaged during the trypsinisation process.
Cell survival in the suspension was evaluated with
the trypan blue uptake test prior to the start of
the proper experiment. For this purpose, the cells
were placed in the Biirker chamber and live (non-
stained) and damaged (blue) cells were counted
under an inverted microscope (Nikon TMS-F
Japan) at 100x magnification.
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Based on the results, the so-called survival rate
(live to damaged cells ratio) was calculated. Cell
suspension with not more than 20% of damaged
cells was used for further studies. Subsequently, the
cell suspension was brought to the concentration
required in the experiment.

After 48-hour cell exposure, the cytotoxic effect
of the tested substances was analysed by means of
a tetrazole salt reduction test MTT (MTT assay),
which determined the metabolic activity of cells
expressed by the absorption capacity for the dye, i.e.
yellow tetrazole salt (MTT) [3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazole bromide], and its
reduction, mainly in mitochondria, by succinate
dehydrogenase to a crystalline purple-navy-blue
formazan compound (INVITTOX No 17) and the
neutral red absorption test to assess the cell mem-
brane integrity (NRU test), whose principle is ba-
sed on the ability of live, undamaged cells to absorb
the dye, ie. neutral red (3-amino-7-dimethyl-
amino-2-methylphenazine hydrochloride), which
accumulates in lysosomes (INVITTOX No 64).

R2C cells were suspended in a culture medium
at concentrations of 1x10° live cells/ml, followed
by placing 100 pl of suspension in each well of
a 96-well microplate. After 24-hour incubation
(temperature 37°C; 5% CO, 95% humidity),
during which cells adhered to the microplate
bottom, the medium above the cells was aspirated
and 100 pl of the solution (suspension) of the tested
substance at a certain concentration was added
to each well. Each sample was applied in nine
replicates. The control consisted of cells incubated
in a xenobiotic-free medium. The microplates were
placed in the CO, incubator for 24 h, after which
MTT or NRU tests were performed in accordance
with INVITTOX Protocols No 17 (MTT) or No
64 (NRU).

The dye concentration in the test and control
samples was determined against the blank sample
(which was a dye in cell-free microplate wells)
on the SYNERGY 2 microplate reader (BioTek
Instruments, Inc.), at the wavelength of 570/630 nm
(MTT) or 540/450 nm (NRU).

On the basis of the absorbance measurements,
the survival percentage (viability) of cells exposed
to Pt-NPs was calculated compared to control
according to the following formula:

viability [%] = (mean absorbance of the test sample /
mean absorbance of the control sample) x 100%
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Prior to the cytotoxicity testing, the possibility
of nanoparticles interference with the test reagents
was examined. To this end, the tested nanomaterials
were incubated with no cells present, and the MTT
or NRU test was subsequently performed (Kroll et
al. 2012). The cytotoxicity test was performed in
triplicate.

Cytotoxic changes occurring in cells after
exposure to low levels of Pt-NPs (4 pg/ml) were
also assessed by means of holotomography
microscopy (HTM). To visualize the mitochondrial
structures, cells were incubated with the MitoView
dye (Biotium) at a concentration of 100 nM. The
LysoView dye (1:1000, Biotium) was used to
visualise lysosomes and cell nuclei were stained
with the DAPI reagent (1:1000, Sigma-Aldrich).

Examining the effect of Pt-NPs on steroidogenesis
in R2C cells by T and E2 assays

The assay-related actions included:

- quality control of the test system, i.e.
the ability of cells to secrete T and E2
hormones as affected by a strong inducer
(forskolin) or inhibitor (prochloraz) of
steroidogenesis,

- exposure of R2C cells to a range of Pt-NPs
concentrations,

- cell viability test after exposure to Pt-NPs.

Test system quality control

Cell suspension at a concentration of 150,000
cells/mL in culture medium was placed on 24-well
plates at 1 mL per well. The testing system quality
control included:

- blank (non-exposed cells),

- control samples, which comprised cells in
a medium with the solvent — 0.1 % DMSO
(solvent control, SC),

- two concentrations of forskolin (FOR),
(I and 10 uM) - a potent inducer of
17B-estradiol (E2) and testosterone (T)
synthesis,

- two concentrations of prochloraz (PRO),
(0.1 and 1 puM) - a potent inhibitor of
17B-estradiol (E2) and testosterone (T)
synthesis,

- methanol (MeOH), (70%) - as a positive
cytotoxicity control (causes 100% cell
death) in the viability/cytotoxicity test.

The quality control plate layout is shown in
Table 1.
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Table 1. Quality control layout for testing the effectiveness of non-exposed R2C cells and cells exposed to known inhibitors (PRO —

prochloraz) and stimulators (FOR - forskolin) of 17B-estradiol and testosterone production

1 2 3 4 5 6
A Blank (a) Blank (a) Blank (a) Blank (a) (+ MeOH) (b) | Blank (a) (+ MeOH) (b) | Blank (a) (+ MeOH) (b)
B DMSO (c) Tl | DMSO (c) 1l | DMSO (c) Tl | DMSO (c) 1 4l DMSO (c) 1l DMSO (c) 1l
(+ MeOH) (b) (+ MeOH) (b) (+ MeOH) (b)
d FOR1uM FOR1uM FOR1pM PRO0,1puM PRO0,1pM PRO 0,1 uM
D FOR10UM | FOR10uM | FOR10uM | PROTUM PRO 1M PRO 1M

Explanations: (a) cells in the blank wells receive only the culture medium (without solvent, DMSO); (b) methanol (MeOH) added after the exposure and
removal of the medium from these wells; (c) DMSO - solvent control (non-exposed cells in a culture medium containing 0.1 % DMSO); PRO - prochloraz,

FOR - forskolin.

After 48-hours cell exposure to the test
substances, the medium was transferred to
Eppendorf tubes and stored at —80°C until the
ELISA assay, whereas cell viability was assessed
in each microplate well with the MTT assay
immediately after the medium removal. The test
system quality control was performed each time
when cells from a new thawed passage were used
in the test.

Cell exposure to Pt-NPs

24-well plates were inoculated with cells at a
concentration of 150,000 cells/ml in a culture
medium at 1 ml per well. After 24-hour incubation,
the medium was removed and the Pt-NPs
suspension in culture medium with an addition of
the solvent, i.e. 0.1 % DMSO in five concentrations,
was applied to the plate in triplicate. The range of
concentrations was: 8-125 pg/ml.

The cells were exposed for 48 hours, after
which the medium was transferred to Eppendorf
tubes and stored at a temperature of —80°C until
the ELISA assay, and the cell viability was assessed
in each microplate well with the MTT assay.

On the basis of the absorbance measurements,
the survival percentage (viability) of cells exposed
to Pt-NPs was calculated compared to control
according to the following formula:

mean absorbance of test sample —
mean absorbance in wells treated with MeOH (100% dead cells)
mean absorbance in the wells containing solvent controls —
mean absorbance in wells treated with MeOH (100% dead cells)

% live cells = x 100%

Determination of T and E2 levels
by ELISA competitive assay

Competitive ELISA assays (Cayman) were used
to determine the T and E2 levels. The principle of
competitive assay lies in placing both serum and
the antigen-specific enzyme-labelled antibody
in an antigen-coated plate. Serum antibodies
and labelled antibodies compete, which allows
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for determination of the antibody amount in the
serum; the fewer labelled antibodies are bound to
the antigen, the weaker the colour reaction.

The quantitation range in the E2 assay was
0.61-10,000 pg/mL, sensitivity: 20 pg/ml. The
quantitation range in the T assay was 3.9-500 pg/
mL, sensitivity (80% B/B,): 6 pg/ml. An automatic
SYNERGY-2 reader from BioTek Instruments
(USA) was used to measure the absorption at the
wavelength recommended by the manufacturer
(410 nm). Extracts of culture medium were diluted
before use in ELISA tests: 1:5, 1:10 and 1:50 for E2
assays and 1:50, 1:100 and 1:500 for T.

Data analysis

Only measurement results from plate wells
in which cytotoxicity was lower than 20%
(cytotoxicity above 20% inhibits steroidogenesis)
were taken into account in the analysis of hormone
concentrations. To assess the relative increase/
decrease in hormone production, the results were
normalized to the mean value of control hormone
concentrations, i.e. non-exposed cells from a
medium containing 0.1% DMSO (solvent control),
and expressed as a factor of change relative to the
solvent control on each test plate according to the
following formula:

relative change = (hormone concentration in
a well) / (mean hormone concentration in all
solvent control wells)

All experiments were carried out in two
independent samples. Data were expressed as a
mean * standard error of the mean.The cytotoxicity
tests and the test system quality control were
performed in three independent replicates.The
significance of differences between the mean
values and the control samples was assessed by
the unpaired Student t-test at p <0.05. Statistica
version 7.1 was used for statistical analysis.
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DISCUSSION OF RESULTS

Cytotoxicity assessment

The effect of platinum nanoparticles (Pt-NPs) on
Leydig cell (R2C) survival after 48-hour exposure
as assessed by the MTT and NRU assays is shown
in Figure 2, while the morphological changes
caused by exposure of R2C cells as assessed by
holotomography microscopy are shown in Figures 3
and 4.

Great differences were observed in the cytotoxic
effects depending on the test used. Pt-NPs in the
mitochondria activity assay (MTT) exhibited a
full toxicity profile, i.e. a decrease in cell viability
within the range of 20-80%. A gradual decrease
in the cell survival relative to control was observed
at concentrations above 31 pg/ml. A 50% decrease
in cell survival was noted at concentrations above
250 pg/ml. Concentrations considered low-toxic
(causing a 20% decrease in cell viability) were those
lower than 125 pg/ml. The lysosome membrane
integrity test (NRU) did not reveal any cytotoxic
changes caused by exposure to any of the Pt-NPs
concentrations used.

Figure 3 shows a picture of normal, non-
exposed R2C Leydig cells (control cells) in the
passing light and after organelle staining with
fluorescent dyes. The cells have a regular shape
and thick cytoplasm, with visible mitochondria

and nuclei with regular, intact membranes. R2C
cells exposed to Pt-NPs (Figure 4) have a changed
and elongated shape, they have less cytoplasm
compared with control, elongated projections
and weaker bonds between cells. A microscopic
image shows shrunk cytoplasm and mitochondria
accumulated within cytoplasm and cell nucleus;
an increase in the number of lysosomes was also
observed.

Evaluation of chemical cytotoxicity is an
essential tool in determining their potential
effects at the cell level. The most commonly
used measure of cytotoxicity (so-called primary
cytotoxicity) is the IC,, value (concentration of
a substance that causes death of 50% of cells in a
culture). However, for in-depth toxicity studies
(e.g. oxidative stress, inflammatory reactions,
genotoxicity, steroidogenesis, etc.), it is important
to determine sublethal concentrations at which
a substance is weakly cytotoxic. These effects
are exerted at substance concentrations which
reduce the cell viability by 20% in cytotoxicity
tests (OECD 2011). Great differences in cytotoxic
concentrations were observed in this study,
depending on the test method used. The MTT
assay showed higher sensitivity (full toxicity
profile). Considerable differences between the
cytotoxic effects of platinum nanoparticles were

125,0

100,0 T

75,0

Viability, % of control

Pt-NPs - R2C

)

MTT

B Control

Concentration, pg/ml

BE156 B31,2 B62,5 0125 E250 K500

NRU

Figure 2. The effect of platinum nanoparticles (Pt-NPs), (<50 nm) on R2C cell viability after 48 h exposure as assessed by the MTT and
NRU assays. Data were expressed as percentage viability of cells exposed to Pt-NPs compared with control cells. Each point represents an
average and a standard deviation from 3 independent experiments. (*) Statistically significant differences (p < 0.05)
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of testosterone and 17B-estradliol levels in Leydlig cells (R2C)

Figure 3. R2C cells not exposed to any compound (control). A—image in passing light; B, C - cells with visualised mitochondria (green) and
cell nuclei (blue). D - cells with stained lysosomes (orange) and nuclei (blue). Magnification 60x

Figure 4. R2C cells exposed to platinum nanoparticles (Pt-NPs) (<50 nm) at a concentration of about 4 ug/ml. A, E - cell image in

passing light; B, C - cells with visible mitochondria (green); C, D - cells with stained nuclei (blue); F - cells with visible lysosomes (orange).
Magnification 60x
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also observed depending on the cell type. Alveolar
cells A549 exposed to Pt-NPs (25 nm) lost viability
at concentrations as low as 1 pg/ml, whereas
bronchiole cells BEAS-2B were completely non-
susceptible to the particles (Diabaté et al. 2009).
Similarly, in THP-1 cells (monocytes), no cytotoxic
effects were observed following exposure to Pt-NPs
with particle size of 5 and 20 nm at concentrations
up to 100 pg/ml (Gatto et al. 2018). A 25% decrease
in cell viability was observed after exposure to
Pt-NPs (50 nm) at a concentration of 100 pg/ml,
in a study on HepG2 hepatocytes, conducted by
Labrador-Rached et al. (2018). In a study of fish ova
(EPC and BF lines) (Demers et al. (2020)) exposed
to Pt-NPs (4-9 nm), statistically significant
changes indicative of platinum cytotoxicity were
observed depending on the test method used and
the nanoparticle type. The first cytotoxic changes
(about 20% cell mortality) as assessed by the
metabolic activity test (Almar Blue) were observed
at Pt-NPs concentrations of 100-150 ug/ml, while
lysosomal membrane destruction (NRU assay)
occurred at approximately 200 ug/ml. PVP-coated
Pt particles did not induce cytotoxic effects within
the concentration range of 0.325-200 mg/1.

Assessment of platinum nanoparticle effect on
steroidogenesis in R2C cells by T and E2 assays

Test system quality control

Figure 5 shows changes in testosterone (T) and
17B-estradiol (E2) secretion in R2C cells treated

with an inducer (forskolin, FOR) or an inhibitor
(prochloraz, PRO) of hormone secretion, expressed
as a value relative to solvent control (fold-change to
solvent control, SC=1).

The tested R2C cells exhibited both the ability
to induce and inhibit hormone production.
Increases in both hormone levels were observed
in cells exposed to an inducer (FOR) -
statistically significant relative to the control and
concentration-dependent. At the highest FOR
concentration level (10 uM), the fold of the E2
concentration increase was 2.3+£0.06, and 1.9+0.18
for the T concentration.

Cell exposure to inhibitor (PRO) resulted in a
statistically significant concentration-dependent
decrease in E2 concentration relative to control
(the fold-change was 0.39+0.06 at a concentration
of 1 uM). For T, the reductions in hormone levels
that were significant relative to control were only
observed at the PRO concentration of 1 uM (fold:
0,67+0.12).

Assessment of Pt-NPs effect on
T and E2 secretion in R2C cells

Exposure of R2C cells to platinum nanoparticles
(Pt-NPs) increased testosterone (T) production
at the lowest concentrations (8 pg/ml) at a
level comparable to the inducer (FOR) effect.
At higher Pt-NPs concentrations, T hormone
production remained unchanged regardless of
the concentration above the control level (fold-
change 1.5) but below the value for FOR. No

2,5 *

1,5

(sC)

Fold-change relative to solvent control

.

17B-Estradiol

[@APRO1,0 EPROO,1 HEControl

Testosterone

EIFOR1 EFOR10

Figure 5. Effect of inducer (FOR: 1and 10 pM) and inhibitor (PRO: 0.1 and 1 M) on testosterone and 17-estradiol secretion in R2C cells
expressed as fold changes relative to the solvent control (SC=1), (n=3)
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Figure 6. The effect of platinum nanoparticles (Pt-NPs) on testosterone (T) secretion in R2C cells expressed as fold change relative to the
solvent control (SC=1), (n=2). FOR - forskolin 10 yM; PRO - prochloraz 1 uM
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Figure 7. The effect of platinum nanoparticles (Pt-NPs) on secretion of 178-estradiol (E2) in R2C cells expressed as fold change relative to
the solvent control (SC=1), (n=2). FOR - forskolin 10 yM; PRO - prochloraz 1 yM

concentration-dependent  differences in T
production were observed at Pt-NPs concen-
trations above 8 pg/ml.

In contrast, the concentration of 17p-estradiol
(E2) was similar to FOR regardless of Pt-NPs
concentration (Figures 6 and 7). Cell survival
following exposure to Pt-NPs at the highest
concentration (125 pg/ml), as assessed by the
MTT assay, was approximately 80% (Figure 8).
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In vitro studies of steroidogenesis are included
in the screening panel according to the OECD
criteria (2011). They help to identify substances
that can affect hormone production in the
intercellular biochemical pathway that begins with
a reaction sequence from cholesterol to E2 or T
production, but they do not identify substances
which have an effect steroidogenesis by affecting
the hypothalamic-pituitary-gonadal axis, as this
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Figure 8.The effect of platinum nanoparticles (Pt-NPs) on R2C cell viability, as assessed by the MTT assay (n=2)

effect can only be investigated in experimental
animals. However, studies on cell lines give a
YES/NO answer to a question about the ability of
a particular chemical to induce or inhibit T and
E2 production. The test results are expressed as a
relative change in hormone production compared
to the control - cells grown in a solvent-containing
medium (so-called solvent control).

The R2C Leydig cell experimental system used
allowed assessment of both induction and inhibition
of steroid hormone - 17B-estradiol and testosterone
- secretion, as confirmed by measurements of
hormone concentrations in cells exposed to the
inducer (forskolin) or inhibitor (prochloraz).

Exposure of R2C cells to Pt-NPs <50 nm
resulted in intensified secretion of both hormones

(T and E2) relative to control, with an E2
concentration comparable to the inducer effect.
The results, although of a screening nature, may
indicate potential effect of platinum nanoparticles-
modulating steroidogenesis in gonads.

No effect of platinum nanoparticles on
steroidogenesis in gonads has been reported in the
literature. Some studies on platinum compound
effect indicate that this is likely to occur. Reports on
cisplatin confirm that it has a significant effect on
the endocrine system, especially on hypothalamic-
pituitary-gonadal steroidogenesis axis, and it
severely disrupts testosterone production (Khanal
et al. 2020; Maines 1990).

CONCLUSION

The results indicate a possible effect of platinum
nanoparticles on the secretion of enzymes of the
sex steroid synthesis pathway (17B-estradiol and/
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or testosterone) in gonads, which may translate
into their potential endocrine effects.
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