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G³ówn¹ funkcj¹ cia³ka ¿ó³tego (CL) jest synteza i wy-
dzielanie progesteronu (P4) dla zapewnienia w³a�ciwych
warunków do rozwoju zarodka, jego implantacji i utrzy-
mania ci¹¿y. W przypadku braku ci¹¿y dalsze utrzymanie
CL na jajniku nie ma uzasadnienia i dlatego u krowy
w 16.-17. dniu od owulacji rozpoczyna siê proces regre-
sji CL zwany luteoliz¹. Celem tego procesu jest elimina-
cja czynnego CL (regresja) z jajnika, aby umo¿liwiæ roz-
wój kolejnych pêcherzyków jajnikowych. Czynnikiem in-
dukuj¹cym luteolizê u krów jest PGF

2a
 syntetyzowana

w b³onie �luzowej macicy i uwalniana z niej pulsacyjnie
pod koniec fazy lutealnej (8). Dyskusyjny jest jednak me-
chanizm bezpo�redniego � luteolitycznego wp³ywu PGF

2a
na steroidogenne komórki CL krowy (8). Rolê po�redni-
ków dzia³ania PGF

2a w CL podczas luteolizy pe³ni¹ pro-
dukty innych, dodatkowych komórek CL (�ródb³onka
naczyñ, tkanki ³¹cznej i komórki immunologiczne) (6, 13,
14). W czasie luteolizy dochodzi do wzrostu liczby komó-
rek immunologicznych w CL krowy, a g³ównymi czynni-
kami po�rednicz¹cymi w regresji CL krowy s¹ cytokiny:
czynnik martwicy nowotworu a (TNF), intereleukina 1

(IL-1a i b) i interferon g (IFN) oraz tlenek azotu (NO)
(17, 19, 22).

Wydzielanie i dzia³anie PGF
2a oraz innych mediato-

rów luteolizy, takich jak cytokiny, jest zale¿ne od stero-
idów jajnikowych, a szczególnie od 17b-estradiolu (E

2
)

(7, 12, 11). Wykazano ponadto, ¿e E
2
 mo¿e pe³niæ auto-,

parakrynne funkcje w CL krowy (3, 24). Zaburzenia we
wp³ywie hormonów jajnika na uk³ad immunologiczny
mog¹ byæ przyczyn¹ wielu dysfunkcji w regulacji CL, co
w efekcie potencjalnie prowadzi do zaburzeñ cyklu p³cio-
wego i wczesnej ci¹¿y. Oprócz dysfunkcji jajnika bêd¹-
cych przyczyn¹ zaburzeñ w syntezie i uwalnianiu endo-
gennych estrogenów, egzogennym �ród³em zwi¹zków
estrogenowych mo¿e byæ pasza i jej nieod¿ywcze sk³ad-
niki � fitoestrogeny (1, 3, 7, 15).

Fitoestrogeny ze wzglêdu na strukturê chemiczn¹ po-
dobn¹ do E

2
 mog¹ wykazywaæ aktywno�æ agonistyczn¹

lub antagonistyczn¹ do naturalnych estrogenów, poprzez
swoj¹ konkurencyjno�æ dla receptorów E

2
 (3, 9, 15, 24).

W osoczu krów karmionych �rut¹ sojow¹ wykazano wy-
sokie stê¿enie aktywnych metabolitów izoflawonów:
ekwolu � metabolitu daizeiny i formononentyny oraz para-
-etyl-fenolu � metabolitu genisteiny i biochaniny A (24).
Fitoestrogeny mog¹ modulowaæ steroidogenezê CL kro-
wy i regulowaæ syntezê PGF

2a (15, 24). Brak jest jednak
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danych okre�laj¹cych potencjalny wp³yw zwi¹zków es-
trogenopodobnych na immuno-endokrynne mechanizmy
reguluj¹ce proces regresji CL krowy. Dlatego celem pra-
cy by³o okre�lenie wp³ywu aktywnych metabolitów fito-
estrogenów i E

2
 na wra¿liwo�æ steroidogennych komórek

na luteolityczne dzia³anie wybranych cytokin.

Materia³ i metody
Materia³ stanowi³y jajniki ja³ówek (rasy nizinnej czarno-bia-

³ej z 50-80% dolewem krwi krów holsztyñsko-fryzyjskich)
w 15. dniu cyklu jajnikowego, pobierane po uboju zwierz¹t
(Zak³ady Miêsne Morliny � Ostróda). Komórki steroidogenne
CL izolowano enzymatycznie i hodowano zgodnie z procedu-
r¹ opisan¹ wcze�niej (5).

Do�wiadczenie 1. Wykazanie wp³ywu 17b-estradiolu i me-
tabolitów fitoestrogenów na wra¿liwo�æ steroidogennych ko-
mórek CL na luteolityczne dzia³anie wybranych cytokin.

Komórki steroidogenne CL w systemie hodowli jednowar-
stwowej preinkubowano 24 h z E

2
 (10�9 M) i metabolitami fi-

toestrogenów: ekwolem i para-etyl-fenolem (10�8 M), w daw-
kach wybranych w poprzednich badaniach (15, 25). Nastêpnie
komórki stymulowano przez kolejne 24 h cytokinami: TNF
(50 ng/ml), IFN (50 ng/ml), IL-1b (50 ng/ml) oraz endotoksy-
n¹ bakteryjn¹ (Endotoksyna-1, Ex; lipopolisacharydy ze szczepu
Escherichia coli � serotyp 055: B5 LPS; Sigma, # L 2808;
50 ng/ml). Po hodowli w medium oznaczono stê¿enie PGF

2a
metod¹ immunoenzymatyczn¹ (EIA) oraz NO

2
/NO

3
 metod¹

kolorymetryczn¹ wg Korzekwa i wsp. (5).
Do�wiadczenie 2. Wykazanie wp³ywu para-etyl-fenolu,

ekwolu oraz 17-b-estradiolu na regulowan¹ cytokinami ¿ywot-
no�æ steroidogennych komórek CL.

Komórki steroidogenne CL w systemie hodowli jednowar-
stwowej preinkubowano 24 h metabolitami fitoestrogenów
i E

2
, a w nastêpnych 24 h hodowli stymulowano cytokinami:

TNF (50 ng/ml), IFN (50 ng/ml), IL-1b (50 ng/ml) oraz Fas
Ligandem (Fas L; kontrola pozytywna � cytokina nale¿¹ca do
rodziny cytokin TNF, której g³ówn¹ funkcj¹ jest indukcja apop-
tozy w wielu typach komórek; 50 ng/ml). Po zakoñczeniu ho-
dowli mierzono ¿ywotno�æ komórek za pomoc¹ metody z u¿y-
ciem MTT wg Korzekwa i wsp. (5).

Wyniki i omówienie
Do�wiadczenie 1. Wykazanie wp³ywu 17b-estradiolu

i metabolitów fitoestrogenów na wra¿liwo�æ steroidogen-
nych komórek CL na luteolityczne dzia³anie wybranych
cytokin.

Wydzielanie PGF
2a wzros³o w grupie komórek kontrol-

nych po podaniu TNF o 216% (p < 0,001), IL-1b o 221%
(p < 0,001), IFN o 173% (p < 0,05) oraz endotoksyny
o 234% (p < 0,001, ryc. 1). Para-etyl-fenol i ekwol
stymulowa³y wydzielanie PGF

2a w komórkach kontrol-
nych o 323% i 198%, odpowiednio (p < 0,001; ryc. 1a).
Gdy preinkubowane z para-etyl-fenolem komórki stymu-
lowano pó�niej cytokinami, wykazano wzrost wydzie-
lania PGF

2a, odpowiednio, po podaniu TNF o 159%
(p < 0,001), IL-1b o 154% (p < 0,001), IFN o 200%
(p < 0,001), endotoksyny bakteryjnej o 65% (p < 0,01).
Gdy preinkubowane z ekwolem komórki stymulowano
pó�niej cytokinami, wykazano wzrost wydzielania PGF

2a
po podaniu TNF o 63% (p < 0,05), IL-1b o 108%
(p < 0,001), IFN o 208% (p < 0,001). Ekwol nie uwra¿li-
wia³ komórek na dzia³anie endotoksyny (p > 0,05). Wy-
dzielanie PGF

2a po pre-inkubacji z E
2
 wzros³o o 300%

(p < 0,001; ryc. 1c). Preinkubowane z E
2
 komórki stymu-

lowano pó�niej cytokinami i wykazano wzrost wydzie-
lania PGF

2a odpowiednio, po podaniu TNF o 140%
(p < 0,001), IL-1b o 140% (p < 0,001), IFN o 144%
(p < 0,001), endotoksyny o 60% (p < 0,001).

Stê¿enie NO
2
/NO

3
 wzrasta³o w medium inkubacyjnym

odpowiednio po podaniu TNF o 144% (p < 0,001), IL-1b
o 131% (p < 0,05), IFN o 113% (p < 0,05), endotoksyny
o 163% (p < 0,001) w hodowlach komórek kontrolnych
(preinkubowanych tylko w samym medium, bez dodat-
ku zwi¹zków estrogenowych; ryc. 2). Para-etyl-fenol
i ekwol stymulowa³y produkcjê NO w komórkach kon-
trolnych o 98% i 92%, odpowiednio (p < 0,05; ryc. 2a).
Gdy komórki preinkubowane z para-etyl-fenolem stymu-
lowano pó�niej cytokinami, wykazano wzrost stê¿enia
NO

2
/NO

3
, odpowiednio, po podaniu TNF o 118% (p <

0,01), IL-1b o 91% (p < 0,05), IFN o 130% (p < 0,01),
endotoksyny o 94% (p < 0,01). Gdy preinkubowane
z ekwolem komórki stymulowano cytokinami, wykazano
wzrost NO

2
/NO

3
, odpowiednio, po podaniu TNF o 104%

(p < 0,001), IL-1b o 107% (p < 0,001), IFN o 140%
(p < 0,001). Stê¿enie NO

2
/NO

3
 po preinkubacji komórek

kontrolnych z E
2
 wzrasta³o o 149% (p < 0,01; ryc. 2c).
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Ryc. 1. Wp³yw para-etyl-fenolu (a), ekwolu (b) oraz 17b-es-
tradiolu (c) na stymulowan¹ cytokinami (TNF, IL-1b, IFN)
oraz z endotoksyn¹ bakteryjn¹ syntezê PGF

2a
 w steroidogen-

nych komórkach CL krowy. Ró¿ne litery wskazuj¹ ró¿nice
statystyczne miêdzy komórkami kontrolnymi a komórkami
kontrolnymi stymulowanymi cytokinami (ab � p < 0,05).
Gwiazdki okre�laj¹ ró¿nice statystyczne miêdzy komórkami
preinkubowanymi b¹d� nie z fitoestrogenami i pó�niej sty-
mulowanymi cytokinami (* � p < 0,05; ** � p < 0,01; *** �
p < 0,001)
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Preinkubowane z E
2
 komórki stymulowano pó�niej cyto-

kinami i wykazano wzrost NO
2
/NO

3
, odpowiednio, po po-

daniu TNF o 122% (p < 0,01), IL-1b o 133% (p < 0,001),
IFN o 151% (p < 0,001), endotoksyny o 105% (p < 0,05).

W badaniach okre�lono wp³yw para-etyl-fenolu, ekwolu
oraz E

2
 na wra¿liwo�æ steroidogennych komórek CL na

dzia³anie cytokin (TNF, IFN, IL-1b). Jako miernik wra¿-
liwo�ci komórek przyjêto zmiany w wydzielaniu PGF

2a
oraz NO (pomiar stabilnych metabolitów NO - NO

2
/NO

3
).

Wykazano znaczny wzrost syntezy PGF
2a (ponad 800%)

w komórkach preinkubowanych z aktywnymi metabo-
litami fitoestrogenów lub E

2
 i pó�niej stymulowanych

cytokinami w porównaniu do komórek kontrolnych pre-
inkubowanych w samym medium inkubacyjnym. Wy-
kazano równie¿, ¿e poziom akumulacji metabolitów NO
gwa³townie wzrós³ w komórkach preinkubowanych
wcze�niej z fitoestrogenami i E

2
, a pó�niej stymulowa-

nych cytokinami (ponad 500%; p < 0,001). Sugeruje to,
¿e estrogeny endogenne, jak i ro�linne uwra¿liwiaj¹ ste-
roidogenne komórki CL na luteolityczne dzia³anie cyto-
kin. Rola cytokin jako po�redników luteolitycznego dzia-
³ania PGF

2a zosta³a po raz pierwszy zasugerowana przez
Pate i wsp. (14). Z kolei wydzielanie i dzia³anie PGF

2a
jest zale¿ne równie¿ od steroidów jajnikowych, miêdzy

innymi od E
2
 (12). W pracy wykazano, ¿e aktywne meta-

bolity fitoestrogenów, podobnie jak E
2
, stymuluj¹ synte-

zê NO i PGF
2a

, mog¹ dzia³aæ jak naturalne estrogeny,
a tym samym mog¹ modulowaæ regresjê CL, co jest zgod-
ne z wcze�niejszymi badaniami (15, 25). Mimo ¿e fito-
estrogeny nie wp³ywa³y na podstawowe pulsacyjne wy-
dzielanie P4 w CL krowy, to hamowa³y stymulacyjny efekt
LH na wydzielanie P4 w CL krowy in vitro (15). Fito-
estrogeny nie zmienia³y równie¿ poziomu P4 w hodowli
komórek steroidogennych CL, ale jednocze�nie silnie sty-
mulowa³y wydzielanie PGF

2a
 (25), co wskazuje, ¿e zwi¹z-

ki te mog¹ zaburzaæ funkcje CL krowy poprzez zak³óce-
nie steroidogenezy i uwra¿liwienie CL na luteolityczne
dzia³anie endogennych czynników bêd¹cych � z jednej
strony � mediatorami luteolizy, a z drugiej strony � me-
diatorami stanów zapalnych. Wykazano, ¿e aktywne
metabolity estrogenów ro�linnych i endogenny E

2
 mog¹

regulowaæ dzia³anie cytokin podczas procesu regresji CL
krowy. Potwierdzaj¹ to badania, w których wykazano, ¿e
estrogeny mog¹ wzmagaæ procesy immunologiczne za-
le¿ne od limfocytów klasy T, stymuluj¹c proliferacjê ko-
mórek immunologicznych oraz syntezê w nich cytokin
(2). Z kolei zwiêkszona ilo�æ komórek immunologicznych
poci¹ga za sob¹ wzrost ilo�ci cytokin, a tym samym wzrost
syntezy i uwalniania czynników luteolitycznych: PGF

2a
i NO, i mo¿e wzmagaæ mechanizm regresji CL krowy.

Ryc. 2. Wp³yw para-etyl-fenolu (a), ekwolu (b) oraz 17b-es-
tradiolu (c) na stymulowan¹ cytokinami (TNF, IL-1b, IFN)
oraz z endotoksyn¹ bakteryjn¹ syntezê NO w steroidogen-
nych komórkach CL krowy. Ró¿ne litery wskazuj¹ ró¿nice
statystyczne miêdzy komórkami kontrolnymi a komórkami
kontrolnymi stymulowanymi cytokinami (ab � p < 0,05).
Gwiazdki okre�laj¹ ró¿nice statystyczne miêdzy komórkami
preinkubowanymi b¹d� nie z fitoestrogenami i pó�niej sty-
mulowanymi cytokinami (* � p < 0,05; ** � p < 0,01; *** �
p < 0,001)
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Ryc. 3. Wp³yw para-etyl-fenolu (a), ekwolu (b) oraz 17b-es-
tradiolu (c) na regulowan¹ cytokinami (Fas-L, TNF, IFN,
IL-1b) ¿ywotno�æ steroidogennych komórek CL krowy.
Gwiazdki okre�laj¹ ró¿nice statystyczne po stymulacji cyto-
kinami w porównaniu do odpowiednich kontroli (* � p < 0,05;
** � p < 0,01; *** � p < 0,001)
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Do�wiadczenie 2. Wykazanie wp³ywu para-etyl-feno-
lu, ekwolu oraz 17-b-estradiolu na regulowan¹ cytokina-
mi ¿ywotno�æ steroidogennych komórek CL.

Nie wykazano bezpo�redniego wp³ywu para-etyl-feno-
lu, ekwolu i E

2
 na ¿ywotno�æ komórek (ryc. 3). Równie¿

cytokiny podane samodzielnie nie wp³ywa³y na ¿ywot-
no�æ hodowanych komórek. Preinkubacja komórek z ak-
tywnymi metabolitami fitoestrogenów lub E

2
 uwra¿liwi-

³a komórki na cytotoksyczne dzia³anie wszystkich stoso-
wanych cytokin. ¯ywotno�æ komórek steroidogennych
preinkubowanych z para-etyl-fenolem (ryc. 3a) obni¿y³a
siê po podaniu FAS-L o 32% (p < 0,001), TNF o 18%
(p < 0,05), IFN o 18% (p < 0,05), IL-1b o 25% (p < 0,01).
¯ywotno�æ komórek preinkubowanych z ekwolem
(ryc. 3b) obni¿y³a siê po podaniu FAS-L o 55% (p < 0,01),
TNF o 38% (p < 0,05), IL-1b o 37% (p < 0,05). ¯ywot-
no�æ komórek preinkubowanych z E

2
 (ryc. 3c) obni¿y³a

siê po podaniu FAS-L o 50%, TNF o 30% (p < 0,001),
IFN o 23% (p < 0,05), IL-1b o 36% (p < 0,001).

Dwa g³ówne steroidy jajnikowe (P4 i E
2
) odgrywaj¹

przeciwstawne role w regulacji �mierci komórek CL. Pro-
gesteron jest czynnikiem chroni¹cym CL przed apoptoz¹
(10), E

2
 mo¿e wzmagaæ procesy doprowadzaj¹ce do �mier-

ci steroidogennych komórek CL (4). W prezentowanych
badaniach nie wykazano jednak bezpo�redniego wp³ywu
E

2
 i aktywnych metabolitów fitoestrogenów na ¿ywotno�æ

steroidogennych komórek CL krowy. Ponadto nie wyka-
zano bezpo�redniego cytotoksycznego wp³ywu cytokin
podawanych oddzielnie na hodowane komórki. Jednak¿e
¿ywotno�æ steroidogennych komórek CL obni¿y³a siê, gdy
wcze�niej preinkubowano je z estrogenami (endogenny-
mi lub ro�linnymi), a pó�niej stymulowano cytokinami
(Fas L, TNF, IFN, IL-1b). Apoptoza jest mechanizmem,
poprzez który cytokiny i po�rednio PGF

2a mog¹ induko-
waæ proces strukturalnej regresji CL (�mieræ i eliminacja
komórek CL) (16, 17, 19-22). Jednak¿e dopiero ³¹czne
podanie cytokin (TNF i IFN) indukuje �mieræ steroido-
gennych komórek CL krowy (5, 20). G³ównym aktywa-
torem apoptozy w CL krowy jest inny przedstawiciel su-
perrodziny cytokin TNF � Fas L, wydzielany przez lim-
focyty T (20). Wykazano, ¿e ekspresja mRNA dla Fas-L
i Fas receptora wzrasta podczas procesu luteolizy i jest
indukowana przez inne cytokiny, w tym IFN i TNF (20).
Ponadto NO jest silnym stymulatorem procesu apoptozy
w komórkach CL cz³owieka (23) i krowy (5). Wszystkie
te badania dowodz¹, ¿e do indukcji apoptozy konieczne
jest uwra¿liwienie komórek na cytotoksyczne dzia³anie
innych cytokin. W prezentowanych badaniach wykazano
ponadto, ¿e E

2
 i fitoestrogeny stymuluj¹ uwalnianie NO

w komórkach CL krowy. Mo¿na sugerowaæ, ¿e fitoestro-
geny oprócz bezpo�redniego uwra¿liwienia komórek na
cytotoksyczne dzia³anie cytokin mog¹ równie¿ wp³ywaæ
na proces strukturalnej regresji CL po�rednio, poprzez
wzrost stê¿enia NO.

Podsumowanie
Aktywne metabolity fitoestrogenów: para-etyl-fenol

oraz ekwol uwra¿liwiaj¹ steroidogenne komórki CL kro-
wy na luteolityczne dzia³anie cytokin. Mog¹ pobudzaæ
proces funkcjonalnej luteolizy poprzez wzmo¿enie sty-
mulowanej przez cytokiny syntezy PGF

2a i NO w CL kro-
wy. Ponadto mog¹ modulowaæ proces strukturalnej lu-

teolizy, uwra¿liwiaj¹c steroidogenne komórki CL krowy
na cytotoksyczne dzia³anie cytokin. Aktywne metabolity
izoflawonów: para-etyl-fenol oraz ekwol dzia³aj¹ jako ago-
ni�ci naturalnych estrogenów moduluj¹c proces regresji
CL zale¿ny od komórek uk³adu immunologicznego (24).
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