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WSTEP

Zainteresowanie oddziatywaniem E2 na jajnik w okresie ciqzy u $wifi zwiqzane jest z jego
pojawieniem si¢ w czasie implantacji. Stwierdzono, ze blasbcysta Swifi od okoto 11-12 dnia
po zaplodnieniu syntetyzuje E2 [11, 20], ktéry nie dopuszcza do luteolizy ciatek 26ttych po-
§ednio, poprzez zmiang kierunku uwalniania prostaglandyny onc [3] lub bezpo§ednio, docie-
rajgc do jajnika w znacznie wyzsze| koncentracji niz w tym samym okresie cyklu plciowego
[14]. Stwierdzono réwniez, ze iniekcja estrogenéw $winiom w §odkowej fazie lutealnej prze-
diuza funkcjonowanie ciatek zétych [1, 2, 6-8].

Bazer i wsp.[2] okredlajq wiasciwo§é utrzymywania funkcji ciatek z6Hych przez estrogeny
u §wih jako luteostatyczng. Okreélenie to znalazlo swoje po twierdzenie w badaniach in vitro,
bowiem Watson i Walker [19] wykazali, ze E2 nie zmienia sekrecji P4 przez komérki luteal-
ne $wifi pochodzqce z wczesnego okresu ciqzy. Jednakze E2 ograniczatl sekrecje P4 przez ko-
mérki ziarniste z przedowulacyjnych pecherzykéw jajnikowych $wid [10, 21] i lutealne, po-
chodzqce od matp [16]. |

Wiele wczeéniejszych prac in vitro donosi o luteotropowym wplywie LH na ciatko 26tte
cigzowe u $win [4, 12, 13]. Ponadio w badaniach in vitro, Garverick i wsp. [8] stwierdzili,

se iniekcja benzoesanu estradiolu $winiom w 12 dniu cyklu esiralnego spowodowata nie tylko
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przedtuzenie funkcjonowania ciatek zéttych, ale réwniez wzrost ilosci receptoréw LH w tkance
lutealnej.

Wspéldziatanie LH i E2 w zakresie oddzialywania na komérki lutealne oraz wplyw samego
E2 na te komérki nie byly dotqd badane u loch cigzarnych i w ciqzy rzekomej, a jedynie
u Swin w czasie cyklu estralnego. Dlatego wydalo si¢ celowe przeéledzenie reaktywnosci ko-
mérek lutealnych pochodzqcych od loch cigzarnych i bedqcych w ciqzy rzekomej na rézne
dawki E2 i LH oraz E2 podanego tqcznie z LH,

MATERIALY | METODY

Badania przeprowadzono na komérkach lutealnych uzyskanych z ciatek 2zéttych 16 loch
w 18 dniu cigzy lub cigzy rzekomej, wywotanej podawaniem domigsniowo 5 mg/dzief benzo-
esanu estradiolu (Polfa) od 11 do 15 cyklu estralnego. Lochy pochodzity z Fermy Przemysto-
wego Tuczu Trzody Chlewnej w Knopinie, u ktérych uprzednio ustalano zerowy dzieh cyklu,
badajgc tzw. odruch tlerancji. Lochy byly kryte naturalnie.

Sposéb izolacji i inkubacji komérek lutealnych metodq oznaczania P4 i jej charakterystyke
oraz zastosowane mefody statystyczne przedstawiono w pracy Przala i wsp. (15].Zastosowono
trzy uklady doswiadczalne:

1. Badano wptyw E, ( prod. Sigma USA) w dawkach 0,001; 0,01; 0,1; 0,1; 1 i 5 ug/ml.

2. Badano wplyw LH (LH-GPZ-1 o aktywnoici odpowiadajqcej 0,63 - NIH-LH-S1) w daw-
kach 0,01; 0,1 i 1 ug/ml.

3. Badano wptyw LH + E2, przy statej ilosci E2 - 1 pg/ml podawano LH w dawkach 0,01;
0,111 ug/ml.

Préby kontrolne inkubowano bez dodatku hormonéw.

WYNIKI

Badajgc wpiyw E2 na sekrecje P4 przez komérki lutealne $win w 18 dniu ciqzy stwierdzo-
no, ze jedynie dawki 0,01 i 0,1 ug/ml pozywki spowodowaly wzrost (P<o0,05) wydzielania
P4 po szesciu godzinach inkubaciji (rys. 1A). W tych samych grupach doswiadczalnych uwido-
cznil sie réwniez wpltyw czasu inkubacji, bowiem wystgpita réznica (P<o0,05) miedzy pozio-
mem P4 po 1 i 6 oraz 3 i 6 godzinie przy dawce 0,01 ug, a przy dawce 0,1 ug E2 po 1 i6
godzinie doswiadczenia.

Natomiast komérki lutealne pochodzqce od $wirfi w ciqzy rzekomej nie reagowaty zmiang

uwalniania P4 na zadng z uzytych dawek E2 (rys. 1B).
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Rys. 1. Wplyw E, na sekrecje P4 przez komérki lutealne loch: A - w 18 dniu ciqzy (n =5),
B~ w 18 dniu cigzy rzekomej(n = 8)

X Statystycznie istotna réznica (P<0,05) miedzy poziomem P4 w grupie kontrolnej i doswiad-
czalnej w okreslonej godzinie inkubaciji;

a, b - oznacza statystycznie istotng réznice (P< 0,05) miedzy poziomem ‘P4 w réznych go-
dzinach inkubacji w obrgbie jednej grupy doswiadczalnej

Komérki lutealne loch w 18 dniu‘ciqzy reagowaly podwyzszeniem (P<0,05) sekrecji P4 na
LH w ilo&i 0,1 i 1 ug po uplywie jednej godziny inkubacji, a po trzech godzinach juz tylko
na dawke 1 ug (rys. 2A}.Natomiast nie stwierdzono zmiany uwalniania P4 w stosunku do gru-

py kontrolnej w prébach poddanych wptywom LH w ilosci 0,01 ug/ml pozywki.

Komérki lutealne swifi w 18 dniu ciqzy rzekomej byly bardziej wrazliwe na nizsze, a nie
reagowaly na najwyzszq dawke LH. Stwierdzono wzrost (P< 0,05) poziomu P4 w pozywkach
z dodatkiem 0,01 ug LH po trzech godzinach inkubacji oraz z dodatkiem 0,1 ug LH juz po
pierwszej godzinie doswiadczenia (rys. 2B). Uwidocznit sig réwniez wplyw czasu inkubacji,
poniewaz w grupie, w ktérej stosowano 0,01 ug LH, wystgpily réznice (P< 0,05) migdzy po-
ziomem P4 p 1 i3 oraz 1 i 6 godzinie doswiadczenia (rys. 28) .

W badaniach nad lqcznym wplywem réznych ilosci LH i E2 (1 ug) na komérki lutealne
z 18 dnia ciqzy stwierdzono, ze jedynie obecno$¢ 1 ug LH i E2 w pozywce powodowata

wzrost(P < 0,05) sekrecji P, po uptywie 1 godziny doswiadczenia (rys. 3A). Wplyw czasu

4
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Rys. z. Wptyw LH na sekrecje P przez korrkérki lutealne loch: A - w 18dniu ciqzy(n = 5),
B - w 18 dniu ciqzy rzekomej(n = H)-'x, a, b = jak w opisie rysunku 1.

inkubacji uwidocznil sie przy zastosowaniu LH w ilosci 0,01 ug i E2 po 1 i 6 godzinie do$-

wiadczenia | rys. 3A ).

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic miedzy poziomem P4 w grupie kontrolnej i
grupach doswiadczalnych poddanych wptywowi LH + E2 w frakcie inkubacji komérek lutealnych
loch w 18 dniu clqzy rzekomej (rys. 3B). Obserwowano jedynie wplyw czasu inkubacji, bowiem
wystgpita réznica (P< 0,05) miedzy poziomem P4 w grupach poddanych dziataniv LH w ilo$-

ci 0,01 pug i 0,1 ug oraz E2 po 1 i 6 oraz 3 i 6 godzinach.

DYSKUSJA

Na podstawie przeprowadzonych badai mozna stwierdzié, ze wrazliwo$é komérek lutealnych
na E2 i LH pochodzqcych od $wiA cigzarnych i bedacych w ciqzy rzekomej jest rézna.
Badajgc wplyw E2 stwierdzono, ze komérki lutealne pochodzqce od loch w cigzy rzekomej

nie reagowaly zmianqg sekrecji P4 na zadng ze stosowanych dawek (rys. 1B), o pochodzqce
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Rys. 3. Wptyw LH i E2 na sekrekcje P4 przez komérki lutealne loch: A - w 18 dniu ciqzy
(n = 5), B - w 18 dniu cigzy rzekomej (n =4);

x, a, b = jak w opisie rysunku 1

od loch cigzarnych tylko na dawki 0,01 i 0,1 ug (rys. 1A). Podobnie Watson i Walker [19]

stwierdzili, ze 1 ug E, nie mial wplywu na sekrecjg P, przez komérki lutealne swin w 18-22

2 4
dnia cigzy.
Badania komérek ziarnistych z matych i duzych pecherzykéw jajnikowych swif w cyklu
estralnym wykazaly, Ze réine dawki E2 ograniczajq sekrecje P4 (10, 17]. Natomiast Gregora-
szczuk [ 9] stwierdzila, ze E2 pobudzatl uwalnianie P4 przez komérki lutealne z fazy wczesno-

i godkowolutealnej, a nie mial wplywu na komérki ziarniste, pochodzqce z duzych przedowu-

lacyjnych pecherzykéw.
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Stymulujgcy wplyw E2 na sekrecje P4 wykazali réwniez Day i Birnbaumer [ 5] oraz Yuh
i Keyes [23] w badaniach in vivo prowadzonych na krélicach w ciqzy i ciqzy rzekomej.

Nie poznano dotgd mechanizmu oddziatywania E2 na sterydogeneze w komérkach jajnika.
Jednakze Yuh i Keyes [22, 23] na podstawie bada recepforéw E2 w datku 26Hym krélicy
w ciqzy rzekomej sugerujq, ze hormon fen oddziatuje na ciatko zé6tte w taki sam sposéb, jak
na inne tkanki docelowe, a stymulacja sekrecji P4 zwiqzana jest ze wzrostem ilosci recep-
oréw E2 w cytoplazmie. Sugestie te trudno odnosié do organizmu lochy, poniewaz ciqza rze-
koma u tych zwierzqt przebiega inaczej niz u krélic.

Komérki lutealne $wiri w 18 dniu ciqzy zareagowaly statystycznie istoinym wzrostom sekre-
cji P4 na wyzsze dawki LH rzedu 0,1 i 1 ug/ml (rys. 1A), natomiast pochodzqce od $win
w ciqzy rzekomej na dawki nizsze (0,01 i 0,1 ug/ml ; rys. 1B). Inna wrazliwo$é komérek
lutealnych wynikaé moze z réznej ilosci receptoréw LH, bowiem stwierdzono wiekszq ilosé
recepioréw LH w ciatku 26ttym swifi po iniekcjach benzoesanu estradiolu niz w ciatku z6Hym
z weczesnej cigzy [8, 24). Réwniez w innych badaniach in vitro, prowadzonych zaréwno na
skrawkach ciatek 2zéttych jak i pojedynczych komérkach lutealnych swin, wykazano stymulujq-
cy wptyw LH na sekrecje P4 [4, 12, 13].

Komérki lutealne z 18 dnia ciqzy zwiekszyty sekrecje P4 tylko pod wptywem 1 ug LH i
1 ug E2 po pierwszej godzinie inkubacji (rys. 3A), natomiast komérki lutealne pochqdzgce
od loch w ciqgzy rzekome| nie reagowaly zmiang poziomu P4 na zadnq z uzytych dawek LH
lgcznie z E2 (rys. 3B). Na podstawie przedstawionych wynikéw stwierdzié mozna, ze E2 ogra-
niczal luteotropowy wplyw LH na badane komérki lutealne (rys. 2 i 3).

Podobne rezultaty uzyskali Flint { dane niepublikowone),bcdaiqc in vitro komérki lutealne
pochodzqce od $wih, oraz Ursely i Leymarie [18] w badaniach komérek lutealnych pochodzq~
cych od cigzarnych kréw. Réwniez Stouffer i wsp.[16] wykazali, ze E2 zmniejszat luteotropo-
we oddzialywanie hCG na komérki lutealne z fazy péznalutealnej, pochodzqce od malp.
Analogiczny efekt E2 i hCG na ciatko zé6tte krélic w badaniach in vitro obserwowali Day
i Birnbaumer [5].

W podobnych badaniach nad wptywem LH i estradiolu 173 , ale prowadzonych na komér-
kach ziarnistych z okresu przedowulacyjnego u $win, Veldhuis i wsp. [21] wykazali, ze E2
w ciqgu 24-godzinnej hodowli takze ograniczal stymulujgcy wpltyw LH na sekrecje progestero-
nu. Natomiast z pracy Garverick i wsp. [8] wynika, ze po iniekcji E:2 nastgpuje wzrost ilosci
receploréw LH poprzez mechanizm niezalezny od macicy. Jednakze Zigcik i wsp.[25]przy-
puszczajq , ze E2 powoduje odiqczenie systemu cyklazy adenylowej od receptora LH, dlatego
nie wystgpuje spotegowane oddziatywanie LH na sterydogeneze w obecnosci E2 lub po jego

iniekcjach.
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W podsumowaniu stwierdza sig, ze komérki lutealne uzyskane od loch bedgcych w ciqzy

rzekomej sq bardziej wrazliwe na LH niz komérki pochodzqce od loch cigzarnych. E, w ilosci

2

0,01 i 0,1 ug pobudzat uwalnianie progesteronu przez komérki lutealne z 18 dnia ciqzy w .6

godzinie inkubacji, a nie mial wplywu na sekrecje progesteronu przez komérki pochodzqce od

swifi w ciqzy rzekomej. E2 ograniczat luteotropowy wptyw LH na komérki pochodzqce zaréwno

od

].

9.

10.

Swin w ciqzy jak i w ciqzy rzekomej.
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A. Grazul, J. Przata, T. Wiesak

INFLUENCE OF ESTRADIOL 17/ (E,) AND LUTEINIZING HORMONE (LH)
ON PROGESTERONE (P, } SECRETION BY LUTEAL CELLS

FROM PREGNANT AND PSEUDOPREGNANT SOWS IN VITRO

Summary

The present study was conducted o examine the effect of E,, LH and E2 + LH on P se-

cretion by luteal cells from 18" th day pregnant and pseudopregnant sows., Trnpsm—dlspersed cells
(5 x 104 cells/ml medium ) obtained from porcine corpora iutea were incubated during 6 hours
with or without E, (doses: 0,001, 0,01, 0,1, 1, 5 ug/ml medium), LH (doses: 0,01, 0,1,

1 wg/mi) and LH (doses: 0,01, 0,1, 1 ug/ml +E, 1 ug/ml).

2

The resulfs showed, that E2 ( doses 0,01 and 0,1 ug/ml ) stimulated P, release by luteal

cells from 18 Yo day of pregnancy durging 6 hours of incubation and had iot effect on P

cretion by luteal cells from pseudopregnant sows. Sensibility of luteal cells from pseudopreg-
nant pigs were higher than from pregnant sows to action of LH. LH (doses 0,1 and 1 ug/ml )
stimulated P4 secretion during first hours of incubation by luteal cells from 18“1 day of preg-
nancy . However, luteal cells from lSth day of pseudopregnancy release the higher amount of

P, during 3 hours of incubation after stimulation of 0,1 ug LH. E2 exerted an inhibit ory

paxyns A.,llmana fl.,Bercak T,

EIVARUE 3CTPA,11H0JIA’I‘7ﬁE2 ¥ JDTEVHISHPYDLEI'O 'OPMOHA ILH HA
CEKPENUD NPOI'ECTEPOHA P4IN VITRQIDTEAIBHHMY KIETHAMI, B3ATHMA
Y BEPEMEHHHX U MUMOBEPEMEHHHX CBUHEJ
Peszsnue
llccneposanu Binuanue Eo,IH u coBmecTHO E2 cLlH na cexpenuom mnporecre-~

\
|

4

effect on LH stimulation in both cell types.
POHaA JDTEaJbHHMU KIGTKaMI, B3ATHMN y cBuHel Ha I8 seHs OepeMeHHOCTU.OT-
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LEIBbHHE KIETKM, TOJNy4YEHHHE ITyTEM PepPMEHTATUBHOI'O NEepeBapUBAHUA Tpn-
ncuroM Q,25% pacTBOop , B KOHIEHTpamuu 5 X IO4 KI€TOK/MI nMuUTATEedb~
HO# cpenH, WHKyGuUDCBANY B TEeUYEeHUEe 6 UACOB B IpUCyTCTBUH uny Ges LH

B ronmuecrse 0,01, 0,1 , 1 upr/u1, E, B xoxmyecrse 0,001, 0,01,

Oty 1 u 5 uxr/un, a rakxe LH- 0,01, 0,1 1ukr/Mnm + E, -

1 mxr/mi.
Koumcrarmposanu, uro E, B koruuvecrse 0,07 u 0,1 mxr crumyruposan

(P¢o,o5)cexpeunn NIPpOreCTEePOHA JIDTEANXbHHMU KIESTKaMM OepeMeHHHX cBuHelt
B 6 4aCOB MHKyGamuWm, HO HE BIVAN H& CEKPENUD MPOreCTEDOHE KIETKaMH,
B3ATHMU y CBUHeZ B MuMO# GepeMeHHDCTH.

OOHapyxumny, 4YTO JHTEArbHHE KJIETKU, B3ATHE y CBUHEH B MuMmoi#t Ge-
DPEMEHHOCTH, OuNM OoJee UYyBCTBUTENBHH K LH , Hexenw wrmeTku GepeMeHHHX
cBrHe#. Komcrartuposanu, uyro LH B konmuecrse Oy1 u 1 MKr crumynmpo-—
B&ﬂ(Pl(0,0S)B rnepBue J8CH MHKyOamuy CEeKpenun IPOrecTepora JnTEealb-
HHMA KJIETKaMP, B3ATHMEM Ha I8 leHr OepEeMEeHHOCTH csmneﬁ; B cBOD "0oue-
peib, KIETKM, B3ATHEe Ha [8 jJeHb MuMoff GeDEMEeHHOCTH, pearupoBasy HO-
pumennex (P { 0,05) cexpenun nporecrepone wa LH B xoxnuecrse 0,0lyxr
B 3 yaca uHKybammu, a B koauuecrse O, IMKI - B NMEepBOM 4YacCy ONHTA.,

Kpomxe Toro, E2 orpaHuYuBa) JADTEOTpOnHoe Biausarue LH na wnerwn

KaK OepeMeHHHX, TaKk MIMOOepeMeHHEX CBuHEH,



