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ABSTRACT 
Cobalt is an essential trace element. It is an integral part of vitamin B12, or cobalamin. The 
present study was carried out to investigate possible effects of cobalt (Co) administration on 
porcine ovarian granulosa cells in relation to progesterone (P4) release. Ovarian granulosa 
cells were incubated in the medium with 10 % fetal calf serum, 1 % antibotic–antimycotic 
solution and with/without cobalt sulphate for 18 hours: groups - Max (1.0 mg Co.ml-1), A - 
(1:2 dilution), B - (1:10) and the control group - without Co addition. The release of 
progesterone by cultured granulosa cells was assessed by RIA. Obtained data indicate Co–
induced inhibition of progesterone release by ovarian granulosa cells at the lowest 
concentration. These observations indicate that this metal can be a possible inhibitor in the 
process of ovarian steroidogenesis 
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ÚVOD 
Koncentrácie ťažkých kovov v atmosfére sa zvyšujú s rozsiahlou industrializáciou 
a environmentálnym znečistením. Niektoré ťažké kovy sú vysoko toxické, iné sú esenciálne 
pre živočíšny organizmus. Esenciálne kovy sú potrebné pre mnohé enzymatické reakcie 
a fyziologické procesy živočíchov (Navrátil a Rohovec, 2006). V živočíšnom organizme 
metalové ióny regulujú rad fyziologických mechanizmov. Regulujú početné homeostatické 
transportné mechanizmy (Firriolo et al., 1999). Už minimálne zmeny koncentrácií 
esenciálnych prvkov v organizme vedú k výraznému poškodeniu funkčnosti tkaniva, resp. 
bunky. 
Kobalt (Co) je prvok s číslom 27 v periodickej sústave prvkov, s atómovou hmotnosťou 58,9, 
hustotou 8.9, bodom topenia 1495˚C, bodom varu 2870 ˚ C, kryštalickej formoy, tvrdý, 
krehký, modro-biely kov, s magnetickými vlastnosťami podobnými železu. Je prítomný v 
zemskej kôre spolu s inými elementami. Je to kov esenciálny pre živočíšny organizmus. Jeho 
význam je predovšetkým v tom, že je súčasťou vitamínu B12. V oceliarskom priemysle kobalt 
slúži ako zložka špeciálnych nástrojových ocelí, ktoré musia vykazovať vynikajúce 
mechanické vlastnosti – tvrdosť, pevnosť a odolnosť (Lison, 2007). Tento kov je pomerne 
nereaktívny a pomaly sa rozpúšťa v zriedených kyselinách. Rovnako ako ostatné prechodné 
kovy, má niekoľko oxidačných stavov, ale iba stavy 2 a 3 majú praktický význam. Co (II) 
tvorí niekoľko jednoduchých a hydratovaných kobaltnatých solí so všetkými bežnými 
aniónmi. Prirodzene sa vyskytuje u zvierat, vrátane človeka v minimálnych množstvách 
(Reilly, 2004). Co sa môže dostať do organizmu inhaláciou a potravou (Malard et al., 2007). 
Akumulácia Co bola zaznamenaná v pečeni, obličkách, srdci, slezine, krvi, mozgu, pankrease 
a vo svaloch (Firriolo et al., 2009). Exkrécia Co je zabezpečená močom, stolicou a žlčou (De 
Palma et al., 2009). Co je kožný a respiračný alergén. Predchádzajúce štúdie indikujú, že 
môže byť príčinou astmy (Stefaniak et al., 2009) a pľúcnych chorôb spôsobené prevažne 
inhaláciou (Malard et al., 2007).  Co je klasifikovaný ako možný ľudský karcinogén. Hoci 
existujú dôkazy pre in vivo a in vitro toxicity, mechanizmy kobaltom indukovaných toxicít 
pľúc nie sú doteraz úplne známe (Malard et al., 2007). Nakoľko Co možno pomerne ľahko 



potravinárstvo 

ročník 4 331 mimoriadne číslo, február/2010  

pripraviť a manipulácia s ním nie je zložitá, využíva sa v medicíne ako zdroj gama-lúčov na 
ožarovanie rakovinových nádorov. 
Pokrok v oblasti reprodukčnej biológie a v biotechnológiách (Laurincik et al., 2008) je 
podmienený poznatkami, ktoré sa týkajú regulátorov reprodukčných funkcií (Kolesárová et 
al., 2008). Najvýkonnejšie regulátory dlhodobých fyziologických zmien, vrátane 
reprodukcie, rastu a vývinu sú hormóny a látky s nimi spojené. Progesterón (P4) je hlavným 
ovariálnym hormónom (Hagan et al., 2008; Arnhold et al., 2009), ktorý je popisovaný 
v granulóznych bunkách vaječníkov prasničiek (Kolesarova et al., 2010, 2009, 
2008), hydiny (Kolesarova et al., 2009), v ovariálnych folikuloch ošípaných a hovädzieho 
dobytka (Skarzynski et al., 2008; Florkovičová et al., 2002) a v žltom teliesku (Mahajan, 
2008).  
Cieľom in vitro experimentov bolo skúmať dávkovo-závislé zmeny v sekrečnej aktivite 
ovariálnych granulóznych buniek po experimentálnej aplikácii kobaltu. Pre splnenie 
uvedeného cieľa sme sa v našej práci zamerali na skúmanie uvoľnenia P4 granulóznymi 
bunkami prasničiek po pridaní rôznych dávok kobaltu.  
 
MATERIÁL A METODIKA  
Príprava, spracovanie a kultivácia  granulóznych buniek  
Vaječníky získané pri zabití zvierat sme individuálne uskladnili v termoske s fyziologickým 
roztokom pri izbovej teplote a spracovali maximálne do 6 hodín od zabitia zvierat. Ovariálne 
granulózne bunky sme izolovali metódou aspirácie zo stredne veľkých folikulov (2–5 mm). 
Suspenziu granulóznych buniek sme odstreďovali (1500 ot·min-1, 10 minút) za účelom 
oddelenia od folikulovej tekutiny s následným premývaním pomocou sterilného kultivačného 
média DMEM/F12 1:1 (BioWhittaker™, Verviers, Belgium) doplneného 10 % fetálnym 
teľacím sérom (BioWhittaker™) a antibiotikom - antimykotikom (Sigma, St. Louis, MO, 
USA). Pomocou hemocytometra sme počítali bunky a upravili koncentráciu buniek na 
potrebnú (106 buniek·ml-1 média). Bunkovú suspenziu riedenú kultivačným médiom sme 
kultivovali (37 oC, 5 % CO2) v kultivačných platničkách (1 ml.kultúra-1) a v chamber-slides 
(200 µl.kultúra-1). Približne po 5-7 dňoch kultivácie, keď bunky vytvorili na 75 % súvislú 
monovrstvu, sme médium nahradili čerstvým s rovnakými doplnkami ako bolo pôvodné, 1. 
bez pridania CoSO4. 7H2O (kontrola) a 2. s pridaním rôznych koncentrácií CoSO4. 7H2O 
(experimentálne skupiny): skupina Max (1 mg CoSO4. 7H2O), skupina A (1:2 riedenie), 
skupina B (1:10 riedenie) (Tabuľka1). Po 18-hodinovej kultivácii s prídavkami Co sme 
injekčnou striekačkou odobrali médium z kultivačných platničiek a uskladnili pri teplote –20 
oC až do doby RIA analýzy.  

 
Tabuľka 1  Koncentácie kobaltu použité v experimente  
 

Skupina 
Granulózne 
bunky.ml -1 

médium 

CoSO4. 7H2O 
(mg·ml-1) 

Médium 
(ml) 

Zrieďovací 
pomer 

kontrola 106 0 1 0:1 
Max 106 1 0 1:0 

A 106 0,33 0,67 1:2 
B 106 0,09 0,91 1:10 

Maximálna použitá dávka: 1.0 mg CoSO4. 7H2O. ml–1 = 0.2096 mg Co.ml–1 
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RIA analýza  
Koncentrácie P4 boli stanovené metódou RIA v 25-100 µl inkubačného média. Tieto látky 
boli naviazané použitím RIA kitov (Immunotech SAS, Marseille Cedex, France) podľa 
inštrukcií výrobcu (Makarevich a Sirotkin, 1999). Všetky RIA súpravy boli určené pre 
použitie vzoriek kultivačného média.  

 
Štatistické analýzy  
Analýza progesterónu v inkubačnom médiu bola vykonaná duplicitne. Hodnoty týkajúce sa 
vplyvu rôznych dávok kobaltu na uvoľnenie progesterónu granulóznymi bunkami sú 
priemerné hodnoty získané z troch rozličných pokusov vykonaných v rozličných dňoch, 
použitím rozličných súborov vaječníkov získaných z 10-12 zvierat. Štatistické rozdiely medzi 
skupinami boli hodnotené t-testom použitím štatistického programu Sigma Plot 11.0 (Jandel, 
Corte Madera, USA). Uvedené hodnoty sú priemerné hodnoty z experimentov±SEM. 
Signifikantnosť rozdielov medzi kontrolnou a experimentálnymi skupinami bola určená na 
úrovni p<0,05.  
 
VÝSLEDKY A DISKUSIA  
Po aplikácii kobaltu sme zaznamenali rozdiely v uvoľňovaní progesterónu granulóznymi 
bunkami prasničiek medzi kontrolnou a experimentálnymi skupinami (Obr. 1, 2, Tabuľka 
1). Uvoľňovanie P4 granulóznymi bunkami vaječníkov bolo 23,37±1,28 ng.ml-1 v kontrolnej 
skupine bez aplikácie kobaltu. Uvoľňovanie P4 granulóznymi bunkami bolo preukazne 
inhibované (P<0,05) v skupine B s najnižšou dávkou kobaltu. Experimentálne skupiny Max 
(21,75±1,28 ng.ml-1) a A (24,18±1,51 ng.ml-1) nepreukázali signifikantné rozdiely (P>0,05) 
v porovnaní s kontrolnou skupinou.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázok 1 Vplyv kobaltu na uvoľňovanie progesterónu granulóznymi bukami vaječníkov 
prasničiek (ng.ml-1). Kontrola bez prítomnosti kobaltu v médiu. Skupina Max s prídavkom 
Co v dávke 1,0 mg.ml-1, skupina A 0,33 mg.ml-1 a skupina B 0,09 mg.ml-1. Signifikantné 
rozdiely medzi skupinami P<0,05 boli určené t-testom. RIA metóda.  
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Obrázok 2 Pôsobenie rôznych dávok kobaltu na granulózne bunky prasničiek.  
 
Vplyv ťažkých kovov na granulózne bunky vaječníkov prasničiek boli pozorované aj 
v predchádzajúcich štúdiách (Kolesárová et al., 2009a, 2009b). Oxidatívny stres môže byť 
vyvolaný v procese bunkovej smrti indukovanej kobaltom (Pourahmad et al., 2003; Olivieri 
et al., 2001; Zou et al., 2001). Kobalt je cytotoxický pre takmer všetky typy buniek, vrátane 
nervových buniek (Yang et al., 2004; Olivieri et al., 2001) a može indukovať smrť buniek 
apoptózou a nekrózou (Huk et al., 2004). Uvoľnenie P4 granulóznymi bunkami bolo 
inhibované najnižšou dávkou kobaltu (0,09 mg.ml-1). Lukáč et al. (2007) uvádza negatívny 
vplyv kobaltu na štruktúru a funkciu semeníkov. Morfometrické analýzy poukázali, že vo 
všetkých experimentálnych skupinách buniek ošetrených kobaltom poukázali na znížený 
objem epitelu semenovodu (Lukac et al., 2007). V našej práci dávky 1,0 mg.ml-1 a 0,33 
mg.ml-1 kobaltu neovplyvnili uvoľnenie P4 granulóznymi bunkami. Podobne Grasselli et al. 
(2005) nezaznamenali vplyv chloridu kobalnatého na uvoľnenie progesterónu granulóznymi 
bunkami ošípaných.  
Kumar et al. (2007) skúmali stavy minerálneho séra, vitamínov, hormonálnych a 
enzymatických profilov u byvolov. Štúdie odhalili marginálne nedostatky kobaltu (22,52%), 
ktoré boli pripísané moderným poľnohospodárskym postupom. V dôsledku toho, byvoly v 
tejto oblasti trpia nízkou produktivitou, plodnosťou a rôznymi príznakmi nedostatku 
minerálnych látok v krmive. Mikro-minerálne deficity cez rôzne enzymatické dráhy tiež 
ovplyvňujú aj hladinu estrogénu a progesterónu v rôznom štádiu vývoja u týchto zvierat. V 
ďalšej štúdii bola slúmaná schopnosť aktivácie kovov estrogénneho receptora-α (ERα) v 
ľudských bunkách rakoviny prsníka línie (MCF-7). Kov znížil koncentrácie ERα proteínov a 
mRNA a indukovanú expresiu génov regulujúci syntézu estrogén-progesterón receptora. 
Schopnosť kovov aktivovať chimérický receptor obsahujúci hormón-väzbové domény pre 
ERα naznačuje, že ich účinky sú sprostredkované hormón-väzbovými doménami. Mutačné 
analýzy identifikovali aminokyseliny C381, C447, E523, H524, N532, D538 ako potenciálne 
interakčné miesta, čo naznačuje, že dvojmocné kovy a anióny aktivujú ERα (Martin, 2003). 
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Campbell et al. (1999) skúmali úlohu organických komplexov kobaltu v.reprodukčnej 
výkonnosti a produkcie mlieka u laktujúcich kráv. Na začiatku luteálnej fázy boli 
identifikované koncentrácie progesterónu ≥ 1 ng.ml-1. Suplementácia komplexu stopových 
minerálov účinne znižovala počet dní pri prvej ruji (Campbell et al., 1999).  
 
ZÁVER  
Úloha kobaltu v kontrole ovariálnych funkcií granulóznych buniek prasničiek v súvislosti s 
uvoľnením P4 nie je doposial známa. V našich experimentálnych prácach sme sa zamerali na 
skúmanie účasti a úlohy hormónu v granulóznych bunkách vaječníkov prasničiek po 
experimentálnom podaní rôznych dávok kobaltu v podmienkach in vitro. Kobalt bol schopný 
spôsobovať zmeny v ovariálnych granulóznych bunkách vaječníkov prasničiek. Výsledky 
našich experimentov poukázali, že najnižšia koncentrácia Co inhibovala uvoľňovanie P4 

granulóznymi bunkami, čo naznačuje že tento ťažký kov môže byť inhibítorom v procese 
ovariálnej steroidogenézy.  
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