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Changes in uterine steroid receptors after estrogen contraception in bitches

Summary

The aim of the present study was to evaluate the effect of estradiol benzoate (EB) treatment on estradiol
(E2) and progesterone (P4) in blood, and on estrogen (ER) and progesterone (PR) receptors in the uteri of
mixed breed bitches. Injections of 10 ng EB/kg (Mesalin, Intervet) and 100 ng EB/kg (Oestradiolum benzoicum,
Polfa) were given on day 3 and 5 after the first acceptance of males. Steroids were measured in samples
collected from the vena cephalic using the immunofluorescent method. The average level of E2 was elevated
to 190 and 260 pg/ml, respectively, and declined to control values within less than 12 days. An increase in P4
was observed only during the first 4 days. ER and PR were determined in uterine samples collected during
hysterectomy performed on day 14 or 28 following the first EB injection. The radioligand assay was used for
soluble (100.000 g cytosol) and structural (0.6 M NaCl extract) fractions. Typical binding characteristics for
ER and PR were found in all analyzed samples. The amount of ER was unchanged over time in the untreated
group, while PR significantly declined. The lower dose caused a 3-fold elevation of ER and PR (mainly soluble
fractions) which on day 28 declined to control values with the exception of an uncompleted decline of soluble
ER. The effect of higher doses on ER was only significant in its soluble fraction on day 14. However its
influence on the PR (initially unchanged) occurred on day 28 and was elevated more than 10-times (mainly
structural fraction). The results obtained indicate that uterine ER and PR responded differently to high and
low doses of estrogen treatment.
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Problem regulacji zdolnosci rozrodczych u suk zaj-
muje obecnie istotne znaczenie w praktyce lekarsko-
weterynaryjnej. Podstawe do szerokiego stosowania in-
iekcyjnej formy estrogenow stanowia pozytywne wyni-
ki badan klinicznych przeprowadzonych na ponad 300
sukach, ktorym podawano dwukrotnie dawkg 10 pg/kg
benzoesanu estradiolu w trzecim i piatym dniu po kry-
ciu (26). W przypadku podejrzenia o powtorne krycie
podawano réwniez trzecia dawke¢ (w 7. dniu), co we-
dlug naszych obserwacji jest zbedne. Aplikacja estro-
genow w koncowym okresie rui powoduje dtugotrwate
zamknigcie cie$ni jajowodu, zaktoca transport embrio-
noéw, wywotujac w nich zmiany toksyczne, uniemozli-
wia implantacje i w rezultacie zapobiega powstawaniu
ciazy (28, 31).

Zarejestrowano wiele preparatow estrogenowych do
stosowania w celu zapobiegania ciazy, sa one tanie
1tatwe do zastosowania, jednakze moga wywotywac nie-
pozadane efekty uboczne (1, 5, 7, 13). Z tego powodu
szereg towarzystw weterynaryjnych wycofato rekomen-

* Badania wykonano w ramach grantu promotorskiego KBN nr 5 PO6014 11.

dacje ich stosowania, uzasadniajac to brakiem wynikow
badan prognostycznych oraz brakiem okreslenia skutecz-
nej 1 bezpiecznej wielkosci dawki (31). Wyniki doko-
nanej przez nas oceny histopatologicznej macicy suk
w 14. 1 28. dniu po aplikacji 10 lub 100 pg/kg benzo-
esanu estradiolu (14) wykazaty wystgpowanie cech co
najmniej rozrostu ztozonego (complex hyperplasia).

Obserwowane zmiany komoérek nablonka powierz-
chownego, jak i gruczotow podstawnych wykazywaty
cechy budowy nabtonka transformowanego dziataniem
progesteronu.

Zmiany zachodzace w macicy pod wplywem estra-
diolu 1 progesteronu regulowane sa za posrednictwem
receptorow estrogenowych (ER) oraz receptoréw pro-
gesteronowych (PR) pelniacych role aktywatoréw trans-
krypcji genow bialek. Receptory NR3A1 i NR3A2 dla
estrogenéow kodowane sg na dwoch réznych genach
i znane jako ERa 1 ERB (21). Struktura obu typow ER
jest bardzo zblizona i oba wiaza estradiol z podobnym
powinowactwem, jednak ich aktywnos¢ transkrypcyjna
nie jest jednakowa (16, 27). Receptory dla progestero-
nu kodowane sa na jednym genie, ale jego transkrypcja
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moze by¢ inicjowana za posrednictwem dwodch roznych
promotoréw odpowiedzialnych za syntezg form r6znia-
cych si¢ dlugoscia N-koncowego tancucha aminokwa-
sow receptorow PR-A i PR-B (29).

Receptory ER i PR moga pehi¢ role regulacyjna
w wielu miejscach komorki. Sygnaty hormonalne moga
by¢ odbierane przez receptor znajdujacy si¢ na mem-
branie cytoplazmatycznej, w cytozolu, w jadrze komor-
kowym jak rowniez w mitochondriach (20). Dynamicz-
nie zachodzace zmiany lokalizacji wewnatrzkomor-
kowej receptoréw sa precyzyjnie sterowane poprzez
zawarte w ich strukturach tzw. miejsca sygnatowe loka-
lizacji jadrowej odpowiedzialne za ich eksport 1 import
z przestrzeni jadrowej (22, 30). W tkankach macicy
ilosciowo dominuja receptory ERa i PR-B, ale dystry-
bucja i ekspresja lub koekspresja innych form moze mie¢
zasadnicze znaczenie dla indukcji aktywnosci specyficz-
nych typéw komorek.

Tak zréznicowane wilasciwosci obu receptorow po-
woduja brak jednej, uniwersalnej metody ich pomiaru.
Metody oparte o analizg¢ mRNA lub detekcj¢ biatka re-
ceptorowego przeciwcialem informuja o aktywnosci
gendow kodujacych receptor czy tez obecnos$ci biatka
okreslonego typu (izoformy) receptora i kazda z nich
niesie nieco inng informacje. Natomiast technika radio-
ligandu umozliwia ilo§ciowe oszacowanie aktywnosci
wszystkich form receptorow aktualnie zdolnych do re-
akcji z hormonem (funkcjonalny receptor). Potaczenie
jej z metodami biochemicznymi pozwala na wybiorczy
pomiar frakcji receptorow znajdujacych si¢ w stanie wol-
nym (cytoplazma, nukleoplazma) oraz frakcji zwiaza-
nej ze strukturami Wewnqtrzkomérkowymi (24, 25).
Sposob ten zostat zastosowany w niniejszej pracy, po-
niewaz pozwala na ogdlna oceng aktywnosci obu re-
ceptoréw w narzadach o zréznicowanej strukturze, do
ktérych nalezy macica.

Dotychczas nie badano u suk wptywu estrogenow
podawanych w koncowym okresie rui na stan recepto-
réw steroidowych macicy we wczesnej fazie porujowe;j
(23). Wiadomo natomiast, ze zaburzenia hormonalne
w tym okresie moga miec’ rozne niepozadane skutki
z wystapieniem ropomacicza wiacznie (15). Uzyskane
wyniki stanowia pierwszy opis zmian aktywnosci re-
ceptorow macicy w okresie cyklu, ktory wydaje si¢
szczegoblnie istotny dla oceny przyczyn wystgpowania
zmian klinicznych oraz poprawnos$ci stosowania estro-
genow w celu zapobiegania niepozadanej ciazy.

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie
wplywu estrogenow, aplikowanych w dwoéch réznych
dawkach we wczesnej fazie porujowej na stezenia
estradiolu i progesteronu w krwi oraz na aktywnos$¢
receptorow estrogenowego (ER) i progesteronowego
(PR) macicy suk.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 30 sukach, mieszancach
w wieku od 1 do 3 lat (10-14 kg). Zwierzgta z fizjologicznym
cyklem jajnikowym podzielono na grupeg kontrolna (K; n=6)
oraz dwie grupy doswiadczalne po 12 suk, ktorym podano
dwukrotnie benzoesan estradiolu. Pierwsza z nich (grupa M)
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otrzymata dawke 10 pg (Mesalin, Intervet), a druga (grupa O)
100 pg (Oestradiolum benzoicum, Polfa) na kilogram masy
ciata. Iniekcje wykonano domig$niowo w trzecim i piatym
dniu po wystapieniu odruchu tolerancji. Probki krwi pobiera-
no w odstgpach 2-dniowych z zyly odpromieniowej (v. ce-
phalica), wirowano 15 min. przy 1500 g, a oddzielona suro-
wicg przechowywano w —20°C do czasu wykonania analiz
hormonalnych.

Pomiary stezen progesteronu i estradiolu wykonano me-
toda immunofluorescencyjna (TR-FIA) z wykorzystaniem
komercyjnych zestawow Delfia Estradiol kit i Delfia Proge-
sterone kit (Wallac Oy, Finland) po uprzedniej trzykrotnej eks-
trakcji octanem etylu. Pomiar fluorescencji wykonano w apa-
racie Delfia Fluorometer 1232, Wallac Oy, Finland. Wszyst-
kie analizy wykonano w jednej serii w duplikatach. Wydaj-
no$¢ ekstrakcji dla obu hormon6éw wahata si¢ od 92% do 99%,
a czuto$¢ oznaczen i blad wewnatrzseryjny wynosity odpo-
wiednio dla estradiolu 10 pg/ml (37 pmol/l) i 9,6%, a dla pro-
gesteronu 0,25 ng/ml (0,8 nmol/l) i 8,0%.

Zabieg usunigcia macicy i jajnikow wykonano u polowy
zwierzat z kazdej grupy w 17. dniu lub w 31. dniu po wysta-
pieniu odruchu tolerancji, co odpowiada u grup do§wiadczal-
nych 14. Iub 28. dniu po pierwszej iniekcji estradiolu. Do ba-
dan pobierano wycinki z potowy dlugosci obu rogdw macicy,
ptukano w roztworze fizjologicznym, a po osuszeniu zmraza-
no w cieklym azocie i przechowywano w —80°C do czasu
analizy. Czas od wycigcia macicy do momentu zamrozenia
nie przekraczat 3 minut. Oceng aktywnosci receptorow wy-
konano w 14. 1 28. dniu po podaniu pierwszej dawki w odnie-
sieniu do wartosci fizjologicznych oznaczonych w 17. 1 31.
dniu po wystapieniu odruch tolerancji.

Pomiar receptoréw, bialka cytozolowego oraz DNA wy-
konano zgodnie z uprzednio opublikowana procedura (24, 25).
Probki tkanki macicy rozcierano w cieklym azocie, odwa-
zano 1 g i zawieszano w 5 ml buforu (10 mM TRIS-HCI,
1,5 mM EDTA, 1 mM tioglikolanu sodu, 10 mM molibdenia-
nu sodu, 10% glicerolu; pH 7,4). Frakcje wolna receptorow
przygotowywano w formie cytozolu po wirowaniu homoge-
natu przy 100 000 g przez 60 min. w 4°C. Frakcj¢ zwiazana
otrzymywano po 60 min. inkubacji pozostalego osadu z do-
datkiem 2,5 ml 0,6 M NaCl (4°C), dodaniu 2,5 ml buforu
1 ponownym wirowaniu przez 60 min. przy 100 000 g w 4°C.

Porcje po 0,2 ml zawierajace 0,1 ml frakcji receptorowe;j
inkubowano w duplikatach w obecnosci 6 réznych stezen
radioligandu od 0,08 do 2,6 nM (ER: 3H-178-estradiol,
3,18 TBg/mmol, Amersham Pharmacia Biotech, UK; PR:
*H-promegeston, 3,2 TBg/mmol, New England Nuclear, USA)
w ciagu 20 godz. w 4°C. Wolne steroidy oddzielano metoda
adsorpcji na weglu aktywowanym, a pomiar radioaktywnosci
wykonano w liczniku scyntylacji cieklej (Beckman LC 6000
TA). Wielkos¢ wigzania niespecyficznego oznaczano w roOw-
nolegtych inkubatach zawierajacych 200-krotny nadmiar di-
etylstilbestrolu (ER) lub nieznakowanego promegestonu (PR).
Maksymalna ilo$¢ miejsc wiazacych (Bmax) i pozorna stata
dysocjacji (Kd) wyznaczano wg Scatcharda po uprzedniej
korekcie na wiazanie niespecyficzne. Wartosci wiazania frak-
cji wolnej wyrazono w odniesieniu do zawartego w niej bial-
ka, a frakcji strukturalnej do iloSci DNA oznaczonego w osa-
dzie. Calkowita zawarto$¢ receptoréw wyznaczano jako sume
obu frakcji w odniesieniu do masy $wiezej tkanki. W celu
bezposredniego poroéwnania zawarto$ci receptorow w po-
szczegoblnych frakcjach wyniki przedstawiono w postaci §red-
niej iloSci czasteczek receptora w komorce, mnozac przez
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wspolczynnik konwersji, ktory dla wartosci re- 400 4
ceptora wyrazonego w jednostkach (fmol/mg
DNA) wynosi F = 3,7338 (25).

Istotno$¢ réznic pomigdzy grupami okreslono 300 4
przy pomocy programu komputerowego Statis-
tica™ PL, stosujac test Kruskala-Wallisa oraz

U-test Mann-Whitneya na poziomie p < 0,05. .|

Estradiol [pg/ml]

Wyniki i oméwienie
Zmiany st¢zen estradiolu 1 progesteronu
w krwi obwodowej u suk kontrolnych ob-
serwowane od pierwszego dnia po wystapie-
niu odruchu tolerancji mialy typowy przebieg

100 -
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dla cyklu jajnikowego (6, 32, 33). W ciagu
plerwszych 6 dni obserwowano spadek stg-
zenia estradiolu z okoto 30 pg/ml do wartos-
ci ustalonych w pozostatym okresie na po-
ziomie 18 + 7 pg/ml. Natomiast stezenia pro-
gesteronu byly niskie w ciagu pierwszych
4 dni (okoto 2 ng/ml), a nastgpnie stopnio-
wo wzrastaly, osiagajac po 17. dniu staty, wy-
soki poziom (60-80 ng/ml), ktory utrzymywat si¢ do kon-
ca obserwacji (ryc. 1). Zwigkszone poczatkowo stgze-
nia estradiolu przy niskich poziomach progesteronu oraz
brak roznic pomigdzy grupami w okresie poprzedzaja-
cym iniekcje estradiolu wskazuja, ze okres cyklu, w kto-
rym rozpoczgto obserwacje byl podobny u wszystkich
zwierzat 1 odpowiadat fazie pecherzykowej (4, 8). Wy-
sokie stgzenia progesteronu w koncowym okresie ob-
serwacji byly typowe dla fazy lutealnej trwajacej u suk
okoto 75 dni (17).

Iniekcje estrogenu spowodowaty podobne i propor-
cjonalne do zastosowanej dawki zmiany stgzen tego
hormonu w krwi. Podanie niskiej dawki, 10 ng/kg, wy-
wotato bezposredni wzrost poziomu estradiolu, Srednio
do 190 pg/ml, ktéry w okresie nastgpujacych 6 dni
wynosit 50-60 pg/ml, po czym do 12. dnia nastgpowat
dalszy spadek do wartosci nier6zniacych si¢ od fizjolo-
gicznie wystepujacych. Natomiast podanie dziesigcio-
krotnie wyzszej dawki spowodowato gwattowny wzrost
poziomu estradiolu, srednio do 260 pg/ml, ktory sukce-
sywnie malal w ciagu nastepujacych 6 dni, a dalszy prze-
bieg zmian byt zblizony do pozioméw obserwowanych
w grupie traktowanej nizsza dawka (ryc. 1).

W czasie pierwszych czterech dni po iniekcji estro-
genu stwierdzono podwyzszony poziom progesteronu,
jednak bez wplywu na jego dalszy wzrost i czas wysta-
pienia maksymalnych stezen. Moze to wskazywac¢ na
przejsciowy efekt wzmozonej sekrecji progesteronu do
krwi obwodowej. Efekt podania estradiolu na stezenia
obu hormonéw w krwi zanikat po 12 dniach od iniek-
cji, niezaleznie od stosowanej dawki. Wynika z tego, iz
podanie zaréwno niskiej, jak i wysokiej dawki estroge-
nu spowodowato wystapienie ste¢zen estradiolu (przez
okres 6 dni) znacznie przekraczajacych wartosci szczy-
towe w okresie poprzedzajacym owulacje (5, 17). Zrow-
nanie obwodowych stezen obu hormondéw we wszyst-
kich badanych grupach nastapito po 15. dniu od wysta-
pienia odruchu tolerancji i nie podlegaty one znacza-
cym zmianom do konca obserwacji. Stad mozna stwier-

Dni od wystapienia odruchu tolerancji

Ryc. 1. Zmiany stezen estradiolu (E) oraz progesteronu (P) we krwi obwo-
dowej suk z fizjologicznym cyklu jajnikowym (K) oraz po iniekcji benzo-
esanu estradiolu w dawce 10 pg/kg (M) lub 100 pg/kg (O) aplikowanej
w 3. i 5. dniu (strzalki) po wystapieniu odruchu tolerancji

dzi¢, iz w okresach, kiedy byly pobierane wycinki ma-
cicy do analizy receptordw, srednie stgzenie hormonow
we krwi bylo podobne u wszystkich zwierzat i wynosi-
to dla estradiolu 21 + 8 pg/ml, a dla progesteronu 68 =+ §
ng/ml.

Analiza receptorow wykazata obecno$¢ miejsc wia-
zacych typowych dla ER i PR we wszystkich badanych
probach. Wartosci statej dysocjacji byly podobne we
wszystkich oznaczanych preparatach i byly nizsze dla
ER (1,14 + 0,20 nmol/l) anizeli dla PR (1,81 + 0,55
nmol/l). Wyjatek stanowity wyzsze wartosci Kd dla PR
oznaczone w probach pobranych w 28. dniu po pierw-
szej iniekcji 100 pg/kg (grupa O) zarowno dla frakcji
wolnej (3,82 = 0,61 nmol/l), jak i strukturalnej (3,33
+ 0,81 nmol/l). Podobny wzrost wartosci Kd (do 6 nmol/l)
wystepuje podczas szczytowych stezen tego receptora
w pierwszych dniach cyklu owulacyjnego (12).

Uzyskane wyniki ilosciowe pomiaréw ER i PR przed-
stawiono w jednostkach charakterystycznych dla frak-
cji, a ich sumy jako catkowita zawarto$¢ w gramie tkan-
ki (tab. 1). Dane pozwalajace na bezposrednie poréw-
nanie ilo$ci receptora frakcji wolnej i strukturalnej wy-
razono w postaci $redniej ilosci czasteczek receptora
w komorce (ryc 2). U suk z grupy kontrolnej catkowita
ilo$¢ ER, jak rowniez zawartos¢ w poszczegdlnych frak-
cjach nie podlegata znaczacym zmianom w czasie. War-
tosci $rednie liczone z obu okresow tacznie wynosity
dla frakcji wolnej 53 =+ 14 fmol/mg biatka cytozolowe-
go, dla strukturalnej 823 + 324 fmol/mg DNA, a ich
sumaryczna zawarto$§¢ w tkance 5,97 + 2,18 pmol/g.
Analogicznie okre$lona $rednia zawarto$¢ czasteczek
ER w komorce wyniosta 5500 = 2100, w ktorej niezna-
czaca wigkszos¢ stanowita frakcja strukturalna (55%
1 57%). Ilosci ER 1 PR w pierwszym okresie byty po-
dobne, natomiast w drugim okresie obserwowano spa-
dek catkowitego PR z 4500 + 1050 do 1900 + 1530 n/
komorke z zachowaniem przewagi frakcji strukturalnej
(67% 1 65%). Obserwowane ilosci obu receptorow sa
charakterystyczne dla fazy lutealnej, w ktorej u suk ER
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Tab. 1. Wyniki pomiaréw receptora estrogenowego i progesteronowe- Istotny jest rowniez fakt, ze wzrost ten byt do-
go macicy suk po wystapieniu spontanicznej rui oraz po podaniu dwoch mmuj acy dla fI‘akC_]l strukturalnej, ZWIkaza] ac

réznych dawek benzoesanu estradiolu (x + SD)

jej udzial procentowy do 81%.

Objasnienia: * —iniekcja i.m. benzoesanu estradiolu w 3. 1 5. dniu po wysta-
pieniu odruchu tolerancji; ** — liczba dni po pierwszej iniekcji estrogenu.

Rézne oznaczenia literowe w wierszach wskazuja istotne roznice
wartosci $rednich (p < 0,05)

utrzymuje si¢ na niskich poziomach, a PR ulega sukce-
sywnie zmniejszeniu pod wptywem wysokich stgzen
progesteronu w krwi (9, 12, 19).

Podanie niskiej dawki estrogenu (grupa M) spowo-
dowato w 14. dniu po pierwszej iniekcji ponad 3-krot-
ny wzrost catkowitej ilosci ER oraz 4-krotny wzrost PR,

osiagajac poziom wartosci szczytowych wystepuj qcych
w pierwszych dniach cyklu jajnikowego (9, 12, 19).
Wazrost ten dotyczyt gtownie frakceji wolne;, ud21a1 frak-
cji strukturalnej ER zmalat do 32%, a w przypadku PR
nastapito zrownanie ilosciowe obu frakcji. Wywotane
zmiany prawie catkowicie zanikly w drugim okresie
obserwacp ustalajac si¢ na poziomach oznaczonych
w grupie kontrolnej z wyjatkiem frakcji wolnej ER, kto-
rej ilo§¢ pomimo znacznego spadku, pozostata istotnie
wyzsza (ryc. 2).

Podanie wysokiej dawki estrogenu (grupa O) wywo-
tato zaskakujaco niewielkie zmiany ER, powodujac je-
dynie w 14. dniu po iniekcji wzrost fl‘akCJl strukturalnej
do warto$ci obserwowanych w grupie M. Brak istot-
nych zmian catkowitego ER $§wiadczy o procesie trans-
lokacji, w wyniku ktorej az 72% czasteczek zostato
zwiazanych ze strukturami komérkowymi. Natomiast
zmiany PR stwierdzono jedynie w drugim okresie, kto-
rego ilosci poczatkowo nierdzniace si¢ od wystepuja-
cych fiZ]OlOglCZtlle wzrosty do najwyzszych zmierzo-
nych, przewyzszajac niemal dwukrotnie ilo$ci obserwo-
wane w 14. dniu po podaniu niskiej dawki estradiolu.
Wartosci te wskazuja na brak hamujacego wptywu wy-
sokich stezen obwodowych progesteronu (down regu-
lation), a ilo$ci catkowitego PR odpowiadaty wartosci
28 pmol/g okreslonej dla koncowej fazy rujowej (19).

Dawka estrogenu * (ug/kg) Przedstawione dane stanowia pierwszy opis

; | " . zmian ER 1 PR macicy po zastosowaniu anty-

Badany receptor > ) koncepcji hormonalnej u suk. Uzyskane wyniki
Dziedi obserwacii ** wykazuja jednoznaczne zmiany aktywnos$ci obu

14 | 28 | 14 | 28 | 14 | 28 receptorow. Jednak charakter obserwowanych

Estrogenowy zmian wskazuje na dwa jakoSciowo rdzne pro-
Wolny o0 sga 55 197b¢ o - cesy zalezne od zastosowanej dawki. Dwukrot-
(imol/mg biatka) | (14) | (17) | (161) | (41) (12) (99 | na iniekcja 10 pg/kg estrogenu spowodowata
Strukturalny 856 | 700° | 1520° | 818 | 14300 | 1osge | Zmiany charakterystyczne dla wzmozonej ak-
(momg DNA) | (163) | (482) | (1) | (262) | (847) | (212) | tywnosci ERa, ktory pod wplywem hormonu
Catkowity 6,060 | 5880 | 2000 | 8472 | 10500 | spee | Stymulujeekspresje zardwno wiasnego genu, jak
(omoljg thanki) | (2.95) | (1.79) | (1.79) | (2.48) | (4.88) | (274) | 1 genu kodujacego PR (16, 18, 20). Natomiast
Progesteronouy spadek iloci obu receptorow z czasem moze
by¢ konsekwencja dziatania hamujacego PR na

Wolny 282 182 257° 162 507 142° | okspresje wlasnego genu, jak i stymulowana
(fmol/mg biatka) (9) (6) (141) @) (a7) (2] hormonem aktywno$¢ ER (22). Analogicznie
Strukturalny 8152 331" | 2160 385" 9822 7060° | podana dawka 100 pg/kg spowodowala efekty
(fmol/mg DNA) | (187) (0) | (610) | (124) | (41) | (1130) | \yskazujace na antagonistyczne dziatanie ERct
Catkowity 4,682 | 2,16 | 18,70¢ | 2,03 6,88 | 28,90% | j ERp, ktérych rownoczesna aktywacja hormo-
(pmol/g tanki) | (1,09) | (0.17) | (3.76) | (0,16) | (142) | (673) | pem prowadzi do zablokowania ekspresiji ko-

dujacych ich genow (16). Natomiast opdzniony
w czasie wzrost ilosci PR moze by¢ zwiazany
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Ryec. 2. Zmiany ilo$ciowe frakcji wolnej i strukturalnej re-
ceptora estrogenowego oraz progesteronowego macicy suk
po podaniu dwoéch réoznych dawek benzoesanu estradiolu sto-
sowanych w celach antykoncepcyjnych. Wyniki pomiarow wy-
konanych w tkankach pobranych w 14. i 28. dniu po pierw-
szej iniekcji (patrz tab. 1) wyrazono w postaci Sredniej iloSci
czasteczek receptora w komorce. Istotno$é réznic wartosci
$rednich (p < 0,05) zaznaczono dla grup, w ktorych wystapi-
ly réznice pomiedzy frakcjami receptora w tkance (*) oraz
dla réznic pomiedzy grupami szacowanymi oddzielnie dla
frakcji wolnej (a) i strukturalnej (b)
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z odblokowaniem jednego z trzech niezaleznych pozna-
nych szlakow dziatania estrogené6w na PR w macicy (I)
poprzez klasyczny ERa (1), poprzez ERS lub (IIT) tzw.
mechaniczny z udziatem progesteronu, ktory stymuluje
roznicowanie komorek doczesnowych w podscielisku
(11, 18). Wyniki te wskazuja jednoznacznie na brak
proporcjonalnosci efektow do wielkosci stosowanej
dawki, co pozwala na wysunigcie hipotezy o istnieniu
wartosci progowe] dawki estrogendéw, powyzej ktorej
nastgpuje zmiana w lokalnym systemie regulacji estro-
genowej macicy.

Obecnie wiadomo, iz stosowanie estrogenow (szcze-
golnie w wysokich dawkach) moze prowadzi¢ do przed-
tuzonego wystepowania rui, ropomacicza, supresp szpi-
ku kostnego 1 anemii aplastyczneJ Z danych w pisSmien-
nictwie wynika, ze ryzyko wystgpowania efektow ubocz-
nych moze by¢ znacznie ograniczone w przypadku
stosowania estrogenow w koncowym okresie rui u suk
(3, 26). Wyniki ostatnio przeprowadzonych badan po-
pulacyjnych u ludzi wskazuja, iz stosowanie estroge-
néw w okresie naturalnie wystepujacych ich zwigkszo-
nych stgzen, nie powoduje zmian nowotworowych i jest
bardziej bezpieczne anizeli podawanie w kombinacji
z progestagenami (10). Przyjmujac wzmozona aktyw-
no$¢ ER za wskaznik zagrozenia nowotworowego, to
uzyskane wyniki pozwalaja na stwierdzenie, ze zasto-
sowanie wysokiej dawki (100 pg/kg) jest stosunkowo
bezpieczne. Wskazuja na to rowniez wyniki oplsane]
przez nas oceny histopatologicznej, z ktorej wynika, iz
dawka ta powoduje catkowity zanik figur mitotycznych
komorek nabtonka gruczotowego macicy (14). Brak jest
jednak danych odnos$nie do implikacji klinicznych za-
obserwowanego znacznego wzrostu PR, ktory zlokali-
zowany glownie we frakcji strukturalnej jest chroniony
przed degradacja (2). Nie jest jednak wykluczone, iz sto-
sowanie niskich dawek moze by¢ rownie bezpieczne,
poniewaz wysokie wartosci ER znaczaco maleja w okre-
sie pomigdzy 14. a 28. dniem po aplikacji estrogenu,
a ilos¢ PR ustala si¢ na poziomach wystepujacych fiz-
jologicznie.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢ zrdéznicowane
jako$ciowo dziatanie niskich i wysokich dawek estro-
gendéw na aktywnos$¢ receptoréw estrogenowych i pro-
gesteronowych w macicy. Aby estrogeny mogty by¢
wykorzystane jako bezpieczny §rodek zapobiegania nie-
pozadanej ciazy u suk, konieczne jednak sa dalsze
badania nad mechanizmem ich dziatania oraz ustalenie
minimalnej i efektywnej dawki.
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