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UVOLNENIE PROGESTERONU OVARIALNYMI GRANULOZNYMI BUNKAMI

PO EXPERIMENTALNOM PODANI KOBALTU

THE RELEASE OF PROGESTERONE BY OVARIAN GRANULOSA CE LLS
FOLLOWING COBALT EXPERIMENTAL ADMINISTRATION

Marina Medveéova, Adriana Kolesarova, Marcela Capcarova, Alexan8irotkin, Jaroslav
Kové&sik

ABSTRACT

Cobalt is an essential trace element. It is angmalepart of vitamin B, or cobalamin. The
present study was carried out to investigate ptesgiiects of cobalt (Co) administration on
porcine ovarian granulosa cells in relation to psigrone (P release. Ovarian granulosa
cells were incubated in the medium with 10 % fef serum, 1 % antibotic—antimycotic
solution and with/without cobalt sulphate for 18ur@ groups - Max (1.0 mg Co.M| A -
(1:2 dilution), B - (1:10) and the control groupwithout Co addition. The release of
progesterone by cultured granulosa cells was as$dns RIA. Obtained data indicate Co—
induced inhibition of progesterone release by @rargranulosa cells at the lowest
concentration. These observations indicate thatietal can be a possible inhibitor in the
process of ovarian steroidogenesis
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UvoD

Koncentracie tazkych kovov v atmosfére sa zvySuju s rozsiahlowustrializaciou

a environmentalnym zgestenim. Niektor&’azké kovy su vysoko toxické, iné su esencialne
pre Ziva@isny organizmus. Esencialne kovy su potrebné prehdrenzymatické reakcie
a fyziologické procesy zivwdchov (Navratil a Rohovec, 2006) V zZivogiSnom organizme
metalové iony reguluju rad fyziologickych mechan@m Reguluju podetné homeostatické
transportné mechanizmyFirriolo et al., 1999). UZ minimalne zmeny koncentracii
esencialnych prvkov v organizme vedua k vyraznémsakpdeniu funknosti tkaniva, resp.
bunky.

Kobalt (Co) je prvok gislom 27 v periodicke] sustave prvkov, s atbmovowtnosou 58,9,
hustotou 8.9, bodom topenia 1495°C, bodom varu Z87) krystalickej formoy, tvrdy,
krehky, modro-biely kov, s magnetickymi vlasttiasi podobnymi Zelezu. Je pritomny v
zemskej kdre spolu s inymi elementami. Je to k@neglny pre ZiveéiSny organizmus. Jeho
vyznam je predovSetkym v tom, Ze je&ag’ou vitaminu B,. V oceliarskom priemysle kobalt
sluzi ako zlozka Specialnych nastrojovych ocelipr&t musia vykazova vynikajuce
mechanické vlastnosti — tvrdjspevnos a odolnos (Lison, 2007) Tento kov je pomerne
nereaktivny a pomaly sa rozgadv zriedenych kyselindch. Rovnako ako ostatnéhoame
kovy, méa niekdko oxidanych stavov, ale iba stavy 2 a 3 maju praktickynam. Co (Il)
tvori niekd’ko jednoduchych a hydratovanych kobaltnatych solivSetkymi beznymi
anionmi. Prirodzene sa vyskytuje u zvierat, vratélmeka v minimalnych mnozstvach
(Reilly, 2004) Co sa mbze dostalo organizmu inhalaciou a potrav@Jalard et al., 2007)
Akumulacia Co bola zaznamenana g, oblckach, srdci, slezine, krvi, mozgu, pankrease
a vo svalochFirriolo et al., 2009). Exkrécia Co je zabezpend mgom, stolicou a Zou (De
Palma et al., 2009) Co je kozny a respitay alergén. Predchadzajuce Stadie indikuja, ze
moZe by pricinou astmy(Stefaniak et al., 2009)a @’dcnych chordb spb6sobené prevazne
inhalaciou(Malard et al., 2007) Co je klasifikovany ako mozn§udsky karcinogén. Hoci
existuju dékazy prén vivo ain vitro toxicity, mechanizmy kobaltom indukovanych toxicit
pr'dc nie su doteraz Uplne znaigMalard et al., 2007) Nakd’ko Co mozno pomerngahko
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pripravit a manipulacia s nim nie je zlozita, vyuziva saeditine ako zdroj gamadav na
oZarovanie rakovinovych nadorov.

Pokrok v oblasti reprodukej biolégie a v biotechnoldgiacfLaurincik et al., 2008) je
podmieneny poznatkami, ktoré sa tykaju regulataeprodukinych funkcii(Kolesarova et
al., 2008) NajvykonnejSie regulatory dlhodobych fyziologicky zmien, vratane
reprodukcie, rastu a vyvinu su hormony a latkyrsirspojené. ProgesterongRe hlavnym
ovarialnym horménom(Hagan et al., 2008; Arnhold et al., 2009)ktory je popisovany
v granuléznych bunkéach vameikov prasniiek (Kolesarova et al.,, 2010, 2009,
2008) hydiny (Kolesarova et al., 2009)v ovarialnych folikuloch oSipanych a hovadzieho
dobytka(Skarzynski et al., 2008; Florkovéova et al., 2002 v Zltom telieskyMahajan,
2008)

Ciel'om in vitro experimentov bolo skuniadavkovo-zavislé zmeny v sekreej aktivite
ovarialnych granuléznych buniek po experimentalaglikacii kobaltu. Pre splnenie
uvedeného cia sme sa v naSej praci zamerali na skiumani¢navia R granuléznymi
bunkami prasriek po pridani réznych davok kobaltu.

MATERIAL A METODIKA

Priprava, spracovanie a kultivacia granul6znychiak

Vajecniky ziskané pri zabiti zvierat sme individualnd&ladnili v termoske s fyziologickym
roztokom pri izbovej teplote a spracovali maximadiee6 hodin od zabitia zvierat. Ovarialne
granulézne bunky sme izolovali metdédou aspiréciestzedne vikych folikulov (2-5 mm).
Suspenziu granuléznych buniek sme oditrali (1500 ot-miff, 10 minat) za éelom
oddelenia od folikulovej tekutiny s naslednym premaryim pomocou sterilného kultié@eho
média DMEM/F12 1:1 (BioWhittaker™, Verviers, Belgiy doplneného 10 % fetalnym
telacim sérom (BioWhittaker™) a antibiotikom - antinogikom (Sigma, St. Louis, MO,
USA). Pomocou hemocytometra smecipali bunky a upravili koncentraciu buniek na
potrebnd (10 buniek-mf* média). Bunkovt suspenziu rieden kuléivém médiom sme
kultivovali (37°C, 5 % CQ) v kultivaénych platnékach (1 ml.kultard) a v chamber-slides
(200 pl.kultara®). Priblizne po 5-7 tioch kultivacie, k&' bunky vytvorili na 75 % savisla
monovrstvu, sme médium nahradigrstvym s rovnakymi doplnkami ako bolo pévodneé, 1.
bez pridania CoSQ 7H,0O (kontrola) a 2. s pridanim réznych koncentraaiSQ,. 7H,0O
(experimentalne skupiny): skupina Max (1 mg CeSTH,0), skupina A (1:2 riedenie),
skupina B (1:10 riedenie)T@bulkal). Po 18-hodinovej kultivacii s pridavkami Co sme
injekénou striekékou odobrali médium z kultiaych platnéiek a uskladnili pri teplote —20
°C az do doby RIA analyzy.

TabuPka 1 Koncentacie kobaltu pouzité v experimente

Skupina

Granul6zne
bunky.ml™
médium

CoSQy. 7TH,0
(mgml™)

Zrie dovaci
pomer

kontrola

10°

0

0:1

Max

10°

1

1:0

A

10°

0,33

1:2

B

Maximalna pouzitad davka: 1.0 mg CoS@H,0. mI~= 0.2096 mg Co.m

10°

0,09

1:10
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RIA analyza

Koncentracie P boli stanovené metdédou RIA v 25-100 pl inkéého média. Tieto latky
boli naviazané pouzitim RIA kitov (Immunotech SABlarseille Cedex, France) pkal
inStrukcii vyrobcu(Makarevich a Sirotkin, 1999) VSetky RIA supravy boli wené pre
pouzitie vzoriek kultivaného média.

Statistické analyzy

Analyza progesterénu v inkuiiom médiu bola vykonana duplicitne. Hodnoty tykajsa
vplyvu réznych davok kobaltu na ufrenie progesteronu granuldéznymi bunkami su
priemerné hodnoty ziskané ztroch réajich pokusov vykonanych v roafiych dioch,
pouzitim rozlénych stborov vajmikov ziskanych z 10-12 zvierat. Statistické roidieedzi
skupinami boli hodnotené t-testom pouzitim Statigtho programu Sigma Plot 11.0 (Jandel,
Corte Madera, USA). Uvedené hodnoty su priemerndnbty z experimentov+SEM.
Signifikantnog rozdielov medzi kontrolnou a experimentalnymi skami bola uéena na
arovni p<0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Po aplikacii kobaltu sme zaznamenali rozdiely v lilevani progesteronu granuléznymi
bunkami prasgiek medzi kontrolnou a experimentalnymi skupina@bg. 1, 2, TabuPka
1). Uvoriovanie B granuléznymi bunkami vajeikov bolo 23,37+1,28 ng.mlv kontrolnej
skupine bez aplikacie kobaltu. Utmvanie R granuléznymi bunkami bolo preukazne
inhibované (P<0,05) v skupine B s najnizSou davkobaltu. Experimentalne skupiny Max
(21,75+1,28 ng.nt) a A (24,18+1,51 ng.rif) nepreukazali signifikantné rozdiely (P>0,05)
v porovnani s kontrolnou skupinou.

25

0 |

15 7

g

5 7
A Max

Kontrola B

progesterén[ng.ml?)

Obrazok 1 Vplyv kobaltu na uvinovanie progesteronu granuléznymi bukami tajkov
prasnéiek (ng.mi). Kontrola bez pritomnosti kobaltu v médiu. SkupiMax s pridavkom
Co v davke 1,0 mg.rfl skupina A 0,33 mg.ritl a skupina B 0,09 mg.m! Signifikantné
rozdiely medzi skupinami P<0,05 boli¢ené t-testom. RIA metdda.
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Kontroln& skupina

Skupina

Skupina Max Skupina A

Obréazok 2 Pésobenie réznych davok kobaltu na granuldézne bprésnéiek.

Vplyv tazkych kovov na granulézne bunky wajékov prasniiek boli pozorované aj
v predchadzajucich Studia¢Kolesarova et al., 2009a, 2009bOxidativny stres mbéze By
vyvolany v procese bunkovej smrti indukovanej katral(Pourahmad et al., 2003; Olivieri

et al., 2001; Zou et al., 2001Kobalt je cytotoxicky pre takmer vSetky typy beki vratane
nervovych bunieKYang et al., 2004; Olivieri et al., 2001a moze indukowasmt’ buniek
apoptézou a nekrézo(Huk et al., 2004) Uvolnenie R granul6znymi bunkami bolo
inhibované najniz8ou davkou kobaltu (0,09 mg)mLuka¢ et al. (2007)uvadza negativny
vplyv kobaltu na Struktdru a funkciu semenikov. kdometrické analyzy poukazali, ze vo
vSetkych experimentalnych skupinach buniek oSetienobaltom poukazali na zniZzeny
objem epitelu semenovodiukac et al., 2007) V nadej praci davky 1,0 mg.thla 0,33
mg.mI* kobaltu neovplyvnili uvBnenie R granuléznymi bunkami. Podobi@rasselli et al.
(2005) nezaznamenali vplyv chloridu kobalnatého nalnenie progesterénu granuléznymi
bunkami oSipanych.

Kumar et al. (2007) skumali stavy mineralneho séra, vitaminov, hornoych a
enzymatickych profilov u byvolov. Stidie odhalilianginalne nedostatky kobaltu (22,52%),
ktoré boli pripisané modernym phospodarskym postupom. V désledku toho, byvoly v
tejto oblasti trpia nizkou produktivitou, plodmosi a réznymi priznakmi nedostatku
mineralnych latok v krmive. Mikro-mineralne defigitez rézne enzymatické drahy tiez
ovplyviuju aj hladinu estrogénu a progesterénu v roznadidtvyvoja u tychto zvierat. V
d’alSej Stadii bola slimana schopticaktivacie kovov estrogénneho receptardeERo) v
Pudskych bunkéch rakoviny prsnika linie (MCF-7). Kanizil koncentracie E&Rproteinov a
MRNA a indukovanu expresiu génov regulujuci syntéatrogén-progesteréon receptora.
Schopnos kovov aktivovd chiméricky receptor obsahujuci hormén-vazbové domgre
ERa naznéuje, Ze ich dinky su sprostredkované hormén-vazbovymi doméndoitacné
analyzy identifikovali aminokyseliny C381, C447,Z%5 H524, N532, D538 ako potencialne
interalkiné miesta¢o naznauje, Zze dvojmocné kovy a aniény aktivuja &RVartin, 2003).

roénik 4 333 mimoriadneéislo, februar/2010



potravinarstvo

Campbell et al. (1999)skumali ulohu organickych komplexov kobaltu v.egukinej
vykonnosti a produkcie mlieka u laktujacich krav.a Ne&iatku lutealnej fazy boli
identifikované koncentracie progesteréaul ng.mi'. Suplementacia komplexu stopovych
mineralov @inne znizovala p&et dni pri prvej ruj{Campbell et al., 1999)

ZAVER

Uloha kobaltu v kontrole ovarialnych funkcii graémhych buniek prastiek v stvislosti s
uvo’nenim R nie je doposial znama. V naSich experimentalnyétgch sme sa zamerali na
skimanie dasti a Ulohy horménu v granuléznych bunkach &@jeov prasniiek po
experimentalnom podani r6znych davok kobaltu v gedikachin vitro. Kobalt bol schopny
spbsobové zmeny v ovarialnych granuléznych bunkach wajkov prasniiek. Vysledky
nasich experimentov poukazali, Ze najnizSia korméerd Co inhibovala uvovanie R
granuléznymi bunkami¢o naznauje Ze tentoazky kov méze by inhibitorom v procese
ovarialnej steroidogenézy.
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