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WSTEP

Uwalnianie estradiolu 17/ przez ciatka z6tte cigzowe swin byto wczesniej badane przez
Lemon i Loir [8] oraz przez Watsona i Patka [15]. Lemon i Loir [8]stwierdzili, ze komérki |
lutealne duze oraz komérki male do 30 dnia ciqzy nie uwalniajq dajgeych sig oznaczyé ilos-
ci estradiolu 17/& . Dopiero od 30 dnia ciqzy sfopniowo narasta sekrecja tego sterydu. Auto-
rzy ci wykazali takze, ze uwalnianie estradiolu przez duze komérki lutealne po 30 dniu cig-
2y jest znacznie wyzsze niz przez komérki mate. Natomiast Watson i Patek [15]stwierdzili,
ze ciatka z6tte swin juz w 16-22 dniu cigzy wydzielajq estradiol.

Z kolei Perry i wsp.[10] wykryli, ze blastocysty $wii rozpoczynajq wytwarzanie estrogenéw
od 12 dnia cigzy, a okolo 16-17 dnia post coitum pojawiajq sig one we krwi krqzqcej w po-
staci nieaktywnego siarczanu estronu [13, l4],osiqgoiqc szczytowe wartoéci w 26-29 dniu cig-
Zy .

W dostepnym pismiennictwie nie spotkalismy prac, w ktérych badano by wptyw hormonéw
przysadki i hGG na wydzielanie estogenéw przez ciatka zétte uzyskane od $wif cigzarnych,
w zwiqzku z czym uwazalismy za celowe przesledzenie ich roli w sekrecji komérek lutealnych.
Za najbardziej optymalny okres do badai przyjeto 18 dzied ciqzy, w ktérym estrogeny, wytwa-
rzane przez blastocysty plodu, zaczynajq oddziatywaé na uktad rozrodczy matki.



166 JADWIGA PRZALA | WSP,

MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzono na komérkach lutealnych uzyskanych z ciatek z6tych pigciu loch
w 18 dniu cigzy. W dniu tym zwierzeta zabijano, pobierano jajniki i umieszczano je w zbu-
forowanym roztworze soli fizjologicznej (P8BS produkcji Wytwérni Surowic i Szczepionek w Lub-
linie ) w temp. £C z dodatkiem 50 i.m./ ml penicyliny i 50 ug/ml sireplomycyny .

Z jajnikéw izolowano ciatka zétte, ktére cigto na skrawki i poddawano dziataniuv 0,25%
roztworu frypsyny ( Wytwérnia Surowic i Szczepionek w Lublinie). Pierwsza inkubacja skraw-
kéw ciatek 2z6ttych z enzymem trwata od 10 do 15 minut w temp. 37-38°C. Nadsqcz z po-
jedynczymi komérkami zlewano i wirowano w ciqgu S minut przy 300 x g w temp. £c.

Do niestrawionych skrawkéw ponownie dodawano roztwér enzymu i inkubowano okolo 7-10 min.
Otrzymany nadsqcz zlewano i wirowano jak poprzednio. Czynnos$é te powtérzono frzeci raz,
przy czym ostamia inkubacja w roztworze enzymu trwala okolo 5 min. Uzyskane komérki
ptukano dwukrotnie ptynem Eagle’a (Wytwérnic Surowic i Szczepionek w Lublinie) i po odwi-
rowaniu zawieszano w pozywce sktadajqcej si¢ z ptynu Eagle’a i albuminy ludzkiej, dodanej
w ilosci 2% oraz uzupetnionej 50 j.m./ml penicyliny i 50 ug/ml streptomycyny.

Zawiesing komérek w koncentracji 5 x ]04/m| pozywki inkubowano w probéwkach Leighto-
na w temp, 37°C przez 6 godzin,

Préby po ustawieniu w termostacie poddawano pétgodzinnej stabilizacji, a nastgpnie doda-
wano LH { LH-GPZ-1 uzyskany w Instytucie Fizjologii i Biochemii Zwierzqt o aktywnosci od-
powiadajqcej 0,63-NIH-LH S1), PRL (KK-2 o aktywnoici 32 j.m./mg oczyszczong w Instytu-
cie Fiziologii i Zywienia Zwierzqt PAN w Jabtonnie lub hCG - produkcji Wytwérni Surowic
i Szczepionek w Lublinie pod nazwg handlowq Biogonadyl . Hormony LH i PRL dodawano do
pozywki w koncentracji 10, 100 i 1000 ng/mi, natomiast hCG w koncentracji 1, 5 i 10 .U/
ml. Grupe konirolng stanowily préby inkubowane bez dodatku hormonéw.

Zawarto§é estradiolu 173 oznaczano po uplywie 1, 3 i 6 godzin inkubacji metodq radio=
immunologiczng wg Hotchkissa i wsp. [6]. Estradiol o aktywnosci 93 Ci/mmol (2, 4,6,7 -H
estradiol ) otrzymano z firmy Amersham - Anglia. Przeciwciata antyestradiolowe 178 otrzyma-
no od Profesora Romana Rembiesy z Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie. Dodatkowe dane
dotyczqce mefody podano w pracy Przala i wsp. [12] . Istomosé réznic miedzy poziomem

estradiolu 17 4w badanych grupach wykonano, stosujqc analize wariancji i fest Duncana.
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WYNIKI

Wplyw LH na sekrecje estradiolu 173

Stwierdzono, ze LH w dawkach 10, 100 i 1000 mg/ml pozywki zwigksza sekrecje estradiolu
17 3 przez komérki lutealne swin z 18 dnia ciqzy w poréwnaniu z grupq konrrolnq(rys. 1).
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Rys. 1. Wplyw LH na sekrecje estradiolu 17 B przez komérki lutealne $wif z 18 dnia ciqzy .
Wartosci §ednie + SEM (n = 5), x - réznica statystycznie istotna (P < 0,05)

Ré62nice statystycznie istotne (P < 0,05)uzyskano dla dawki 10 i 100 ng/ml po 1 i 6 godzinach
inkubacji, a dla dawki 1000 ng we wszystkich godzinach doswiadczenia. Jednoczeénie zaob-
serwowano, ze dziesigciokromne zwigkszenie koncentracji LH z 10 do” 100 ng/ml nie spowo-
“dowalo proporcionalnego wzrostu w poziomie sekrecji estradiolu 178 po 1 i 3 godzinach inku-
bacji, dopiero po 6 godzinach doswiadczenia wystqpit wzrost sekrecji tego sterydu. Uzyskane
wartoéci ksztattowaly sie odpowiednio 112,3 +9,6; 100,8 22,2 i 107,4 25,0 ng/ml przy daw-
ce 10 ng/ml, a 107,4 +12,2; 102,2 +43,2 i 127,4 444,3 przy dawce 100 ng/ml pozywki w

1, 3 i 6 godzinie inkubacji. Natomiast najwiekszy wplyw miat LH w koncentracji 1000 ng/ml,
przy ktérej poziom estradiolu wynosit odpowiednio 156,1 +47,1; 158,6 47,4 i 131,1 +52,3

w 1, 3 i 6 godzinie inkubacji wobec 55,2 +11,4; 41,7 +11,2 i 39,1 6,1 pg/ml dla grupy
kontrolnej.

Wplyw PRL na sekrecje estradiolu 178

Efekt prolaktyny w koncentracji 10, 100 i 1000 ng/ml pozywki na sekrecj¢ estradiolu przez
komérki lutealne swif z 18 dnia ciqzy przedstawiono na rysunku 2. Stwierdzono, ze PRL w daw~

ce 10 ng/ml nie miata istotnego wplywu na przebieg sekreciji estradiolu 17 .
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Rys. 2. Wplyw PRL na sekrecje estradiolu 17/ przez komérki lutealne swih z 18 dnia ciqzy.
Wartoéci §ednie +SEM (n = 5)
x - réznica statystycznie istotna (P < 0,05)

Jakkolwiek byta pewna tendencja do wzrostu poziomu tego sterydu, warfosci dla 1, 3 i 6 go-
dziny inkubacji wynosity odpowiednio 87,8 +15,3; 70,1 +7,2 i 54,2 43,4 wobec 55,2 +11,4;
41,7 11,22 i 39,1 46,1 pg/ml dla grupy kontrolnej .

Prolaktyna w dawce 100 ng/ml pozywki takze nie powodowata istotnych zmian w sekrecji estra-
diolu 173 . Dawka 1000 ng/ml pozywki nie spowodowata réwniez istotnych zmian w tempie
sekrecji fego sterydu po 1 i 3 godzinach inkubacji, dopiero po 6 godzinach stwierdzono statys=
tycznie istotny (p< 0,05)wzrost sekrecji estradiolu 174 (wynosit on 71,2 +12,5 pg/ml wobec
39,1 +6,1 pg/ml dla grupy kontrolneij).

Wplyw hCG na sekrecje estradiolu ]7ﬂ

Wykazano, ze dodanie hCG w ilosci 1 |.U./ml pozywki nie miato istotnego wplywu no
przebieg sekrecji estradiolu 17/3 (rys. 3) .
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. 3. Wplyw hCG na sekrecje estradiolu 17ﬂ przez komérki lutealne $win z 18 dnia cigzy .
Wartosci &ednie +SEM ( n= 5) x = réznica statystycznie istotna (P( 0,05 )
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Podobnie dawka 5 |.U./ml nie miata wplywu na tempo sekrecji tego sterydu po 1 i 3 godzi-
nach inkubacji, dopiero po 6 godzinach doéwiadczenia wykazano statystycznie istotny(P<0,05)
wzrost poziomu estradiolu, wynoszqcy 101,9 19,5 pg/ml wobec 39,1 +6,1 pg/ml dla grupy
kontrolnej. HCG w dawce 10 1.U./ml pozywki mial najwigkszy wplyw na tempo sekrecji estra-
diolu, poniewaz réznice statystyczne istotne (P < 0,05) wykazano po 3 i 6 godzinach doswiad-
czenia. Réznice te wynosily odpowiednio 76,7 24,3 i 6,6 +18,0 pg/ml w 3 i 6 godzinie
doswiadczenia wobec 41,7 11,2 pg/ml i 39,1 6,1 dla grupy kontrolnej.

DYSKUSJA

Uzyskane przez nas stymulujgce dziatanie LH oraz niektérych spo&éd stosowanych dawek
hCG na sekrecje estrodiolu 17/3 przez komérki lutealne $wii z 16 dnia ciqzy sugeruje, ze
sekrecja tego sterydu nie jest maksymalna i moze byé modulowana przez hormony egzogenne.

Z dotychczasowych badah przeprowadzonych nad sekrecijq progesteronu przez komérki lute-
alne swin z 30, 60 i 90 dnia ciqzy przez Lemon i loir (8] wiadomo, ze zaréwno komérki
male jok i duze reagujq na LH i Ze reaktywno$¢ ta zmniejsza si¢ wraz z zaawansowaniem ciq-
zy. Najsilniej reagowaly na LH komérki z 30 dnia ciqzy, stabiej z 60 i najstabiej z 90 dnia
ciqzy . Auforzy ci zoobserwowali takze interesujqcq zaleznosé obnizania produkcji progesteronu
przez komérki lutealne w miarg narastania ciqzy i towarzyszqcy temu wzrost ilosci uwalnianego
estradiolu 17/3 , ktérego sekrecja ksztatowata sig¢ odpowiednio: 9,6 pg/godz/lOs komérek
w 57 dniu, w poréwnaniu z 108,3 pg w 94 dniu ciqzy (sl

Z badah przeprowadzonych przez Cregoraszczuk [4] wynika, ze odpowiedz komérek lute-
alnych, pochodzgcych z ciatek cyklicznych, na LH i hCG zmienia si¢ w zaleznoéci od wieku
ciatka 26Hego. Sekrecja estradiolu przez komérki lutealne $wiA z fazy wczesno lutealnej byta
hamowana przez LH i hCG. Natomiast w fazie §odkowolutealnej LH nie miat wplyu na wy=
dzielanie estradiolu, a hCG istotnie pobudzat sekrecje tego hormonu. W przedstawionych bada-
niach wykazalismy, ze LH sposréd innych stosowanych hormonéw miat pobudzajqcy wptyw na
sekrecie estradiolu przez komérki lutealne pochodzqce z cialek ciqzowych. Z drugiej strony
wiadomo, ze w przeciwiefistwie do krowiego [5] oraz owczego ciatka zéttego 1] ciatko
26tte cigzarnej Swini (8] oraz szczura [3] charakteryzuje sig wysokq zdolnosciq aromatyzowa-
nia androgenéw. Mozna wobec fego przypuszczaé, ze w ciatku Z6Hym ciqzowym $wini LH i
wysokie dawki hCG stymulujq proces aromatyzacji festosteronu do estradiolu, bqdz ze wzrost
sekrecji estradiolu odbywa sig¢ przez zwiekszong biosynteze adrogenéw, indukowang przez LH

i hCG, jok wykazal o u szczuréw Mogoffin i Erikson [9].
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Z dotychczasowych badafi nad wpltywem prolaktyny na sekrecje estrogenéw przez cicto 26%1-
te cykliczne wiadomo, e hormon ten hamuje sekrecje estrogenéw zaré6wno we wczesnej jak
i §odkowe| fazie lutealnej [4, 11]. Wykazano, ze PRL hamuje aktywno$é 200~ hydroksystery-
dowej dehydrogenazy, w zwiqzku z czym hamowany jest katabolizm progesteronu, co w efek-
cie prowadzi do obnizenia poziomu estrogenéw[2, 7, 16]. Ciekawy wigc wydaje sig¢ fakt wzros-
tu poziomu estradiolu 174 po inkubacji komérek lutealnych z ciatek 26ttych ciqzowych z wy-
sokq dawkq PRL 1000 ng/ml . Prawdopodobnie jest o zwigzane z uruchomieniem dodatkowych
mechanizméw regulujqcych funkcje endokrynng ciatek zéttych ciqzowych.
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J. Przata, T. Wiesak, A. Grazul

INFLUENCE OF LUTEINIZING HORMONE LH, PROLACTIN PRL AND hGG
ON ESTRADIOL 17/ SECRETION BY LUTEAL CELLS FROM EARLY PREGNANT SOWS

Summary

The present study was conducted fo examine the effect of LH, PRL and hGG on estradiol
178 secretion by luteal cells from 18! i day pregnant pigs. Tripsin-dispersed luteal cells were
suspended in Eagle’s medium +2% human serum albumin in concentration of 5x 10 cells/ml
of medium. Suspensions were incubated during 6 hours with or without LH, PRL ( doses: 10, 100,
1000 ng/ml) and hGG (doses: 1, 5, 10 I.U./ml). The level of estradiol l7ﬂ was estimated
after first, Sth and 6rh hours of incubation. The resulis showed, that LH stimulated estradiol
173 release. Greatest effect was observed after using 1000 ng LH/ml medium. Small doses of
prolactin(lO and 100 ng/ml medium ) had no effect on estradiol 17/3 secretion, only dose of
1000 ng PRL/ml stimulated estradiol 17ﬁ secretion, after 6 hours of incubation (Pp< 0,05).
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HCG (dose 1 1.U./ml ) had no influence on estradiol ]7ﬂ release o. However 5 |.U.
hCG/ml stimulated secretion of this steroid after 6 hours of incubation, whereas 10 1.U. hGG/
/ml stimulated after 3 and 6 hours(P<0,05)-

These results demonstrate, that estradiol 173 secretion by luteal cells from early pregnant

sows could be regulated by exogenous hormones and the effect of this action was dependent

on doses of hormones.

f.llmena, T.Berncak, A.l'paxyns

BIVAHUE JIDTEVHNSKMPYDUETO T'OPMOHA IH » TNPOJAKTUHA PRL
1 hCG HA CEKXPEHWD 3CTPAILMOIA 17 ﬁ JDTEANBHEMU KIETKAMA
CBMHE! B PAHHEM MEPUONE BEPEMEHHOCTHU

Pes3spwue

Ha 18 zewp GepewmennocTu y csuueft BHpesann AUYHVKW, WNIONUDOBANN XEJ~
THE Tera 1 nojsepranu 4x so3jeiicreun 0,25% pacTBOpa TDUNCHHE, UYTOOH NO-
AY4IATH OTAENBHHE NDTEeanbHue KIETKK, [[30IMDOBAHHHE KIESTKY [OMEMENY B MH~
raTenpHOd cpeze, cojepxameil ¥xMAKOCTSH .Eagle‘a c jnob6aBxoit 2% uemomeuecko~
ro ansrOymura, [[ONyYEeHHYD CYCMNEH3UD UHKYCULOBAJNU B TEMI, 37°C B TEUeHue
6 9acoB ¢ jpo6aBroi wnu 6es IH, PRL M"hCG. l'opvorIH uPRL pobasnAnu B
KormeHrpanmua 4G, 400 u 1000 ®r/mn nurarensuoldi cpezn, a hCG B koumenrpa-
onun I, 5 u 40 M.e./Mn. YpoBeH® scTpazuona ’I7B OMPEACHANN PAANOUMMYHO=
JOr'MYECKNM METOXOoM Mo ucredeHmn 4, 2 u1 6 wacos UHKyOanru,

Koncraruposanu, uro LH cruMmynupyer cexpenum >CTDEAMONE JDTEANbHEMHA
KneTkeMn cBuHel, B3ATuMEM Ha 418 pgerr OepewenHocTu, HaitGosmsmee crumMynupy-
pIee BIUAHUE HaONPAANOCH NPH KOHOEeHTpanuum IH Z000ur/Mvn nurarenvHold cpe-
AH (cramucmmeorm agaunmyp pasEuny p <€ 0,05 KOHCTATVDOBAJIM IO HUCTEUYECHUN
1, 3 n 6 yacos onﬂma) .

lponaxTvn B Manux nosax 40 # 400 wr/ur He oxkas3wBay BIUAHUA HA TEMI
CeKpEeNnuu BCTpaaMONa; TOoNko Ao3a 4000 Hr/Ma nuraTerbHOY CpeJH CTUMYZIUDOBA-
Ja Cexpennp 5TOr0 COPMOHA nocie 6 uacos uEkyGamuu. Taxxe NCG B jose 4 n.o/
/un nurarensHofl CpeiH He OKA3HBAJ BIUAHUA H8 CEKpenuw 3cTpajuora, B TO

BpEMA KaK 7032 5 M.e,/MI CTUMyJIMpOBaNa CeKpenum nocire 6 vacos MHKyOamuu,
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a 10 M.e./Mn ~ TOCNEe 3 M 6 YACOB OMHTA.

[lonyuewnue pe3ynbTaTH NOKA3&NH, YTO CEKDPEUUA 5CTPALMUONE JIDTE—
QI BHHMU KJIE€TKaMU CBUHEH, BBATHMN B PaHHEM nepuoje GepeMeHHOCTH ,
MOXE€T OHTH DEryNNpPOBAHA SI30TM€HHHMU TIOPMOHAMYU Y YTO 2PPEKTUBHOCTH

Bo3je#fcTBMA 34BUCUT OT KOHNEHTDAOUY I'OPMOHA B MUTATEIBHOH cpexe.



