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Influence of phytoestrogen metabholites on the sensitivity of steroidogenic cells
of bovine corpus luteum on selected proimmflammatory cytokines

Summary

Due to a similar chemical structure to 173-estradiol (E,), phytoestrogens may inhibit or modulate endogenous
estrogen action. Although the authors demonstrated that phytoestrogens did not influence basal progesterone
(P4) secretion, nonetheless it simultaneously inhibited the stimulation of luteinizing hormone (LH) and prosta-
glandin (PG) E, on P4 release in bovine corpus luteum (CL) in vitro. Since phytoestrogens are luteolytic factors
in the late luteal stage (enhanced PGF, secretion in vitro and the level in plasma), these factors possibly also
play some role in cytokine action (medlators of PGF, during luteolysis) in cattle. The aim of this study was to
determine the influence of phytoestogen metabolltes on the sens1t1v1ty of bovine corpus luteum cells on tumor
necrosis factor ¢, interferon y and interleukin 13 action, by measuring the level of PGF, and stable metabolites
of nitric oxide and by determining the viability of CL cells on day 15 of the estrous cycle. Phytoestrogens can
increase functional luteolysis by enhancing PGF, and NO synthesns stimulated by cytokines. Moreover,
phytoestrogens can modulate structural luteolysis by increasing the sensitivity of steroidogenic cells on the

cytotoxic action of cytokines in bovine CL.

Keywords: phytoestrogens, cytokines, PGF, , corpus luteum, cattle

Gltowna funkcja ciatka z6ttego (CL) jest synteza i wy-
dzielanie progesteronu (P4) dla zapewnienia wlasciwych
warunkéw do rozwoju zarodka, jego implantacji i utrzy-
mania ciazy. W przypadku braku ciazy dalsze utrzymanie
CL na jajniku nie ma uzasadnienia i dlatego u krowy
w 16.-17. dniu od owulacji rozpoczyna si¢ proces regre-
sji CL zwany luteoliza. Celem tego procesu jest elimina-
cja czynnego CL (regresja) z jajnika, aby umozliwi¢ roz-
woj kolejnych pecherzykdw jajnikowych. Czynnikiem in-
dukujacym luteolizg u krow jest PGF, syntetyzowana
w blonie §luzowej macicy i uwalniana z niej pulsacyjnie
pod koniec fazy lutealnej (8). Dyskusyjny jest jednak me-
chanizm bezposredniego — luteolitycznego wptywu PGF,
na steroidogenne komorki CL krowy (8). Rolg posredni-
kow dziatania PGF, w CL podczas luteolizy petnia pro-
dukty innych, dodatkowych komorek CL (Srodbtonka
naczyn, tkanki tacznej i komodrki immunologiczne) (6, 13,
14). W czasie luteolizy dochodzi do wzrostu liczby komé-
rek immunologicznych w CL krowy, a gtownymi czynni-
kami posredniczacymi w regresji CL krowy sa cytokiny:
czynnik martwicy nowotworu ¢ (TNF), intereleukina 1
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(IL-1x i ) i interferon y (IFN) oraz tlenek azotu (NO)
(17, 19, 22).

Wydzielanie i dziatanie PGF, oraz innych mediato-
row luteolizy, takich jak cytokiny, jest zalezne od stero-
idow jajnikowych, a szczegélnie od 178-estradiolu (E,)
(7, 12, 11). Wykazano ponadto, ze E, moze petni¢ auto-,
parakrynne funkcje w CL krowy (3, 24). Zaburzenia we
wplywie hormonéw jajnika na uktad immunologiczny
moga by¢ przyczyna wielu dysfunkcji w regulacji CL, co
w efekcie potencjalnie prowadzi do zaburzen cyklu picio-
wego 1 wezesnej ciazy. Oprocz dysfunkcji jajnika beda-
cych przyczyna zaburzen w syntezie i uwalnianiu endo-
gennych estrogendw, egzogennym zrddlem zwiazkow
estrogenowych moze by¢ pasza i jej nieodzywcze sktad-
niki — fitoestrogeny (1, 3, 7, 15).

Fitoestrogeny ze wzgledu na strukture chemiczng po-
dobna do E, moga wykazywac aktywno$¢ agonistyczng
lub antagomstycznq do naturalnych estrogenow, poprzez
swoja konkurencyjnos¢ dla receptorow E, (3, 9, 15, 24).
W osoczu kréw karmionych $ruta sojowa Wykazano wy-
sokie stgzenie aktywnych metabolitow izoflawonow:
ekwolu — metabolitu daizeiny i formononentyny oraz para-
-etyl-fenolu — metabolitu genisteiny i biochaniny A (24).
Fitoestrogeny moga modulowac steroidogenez¢ CL kro-
wy 1 regulowac¢ syntezg PGF, (15, 24). Brak jest jednak
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danych okre$lajacych potencjalny wptyw zwiazkow es-
trogenopodobnych na immuno-endokrynne mechanizmy
regulujace proces regresji CL krowy. Dlatego celem pra-
cy bylo okreslenie wptywu aktywnych metabolitow fito-
estrogenow 1 E, na wrazliwo$¢ steroidogennych komorek
na luteolityczne dziatanie wybranych cytokin.

Materiat i metody

Materiat stanowity jajniki jatowek (rasy nizinnej czarno-bia-
tej z 50-80% dolewem krwi krow holsztynsko-fryzyjskich)
w 15. dniu cyklu jajnikowego, pobierane po uboju zwierzat
(Zaktady Migsne Morliny — Ostroda). Komorki steroidogenne
CL izolowano enzymatycznie i hodowano zgodnie z procedu-
ra opisang wczesniej (5).

Doswiadczenie 1. Wykazanie wptywu 173-estradiolu i me-
tabolitow fitoestrogendow na wrazliwos¢ steroidogennych ko-
morek CL na luteolityczne dziatanie wybranych cytokin.

Komoérki steroidogenne CL w systemie hodowli jednowar-
stwowej preinkubowano 24 h z E, (10~ M) i metabolitami fi-
toestrogenow: ekwolem i para-etyl-fenolem (10-* M), w daw-
kach wybranych w poprzednich badaniach (15, 25). Nastgpnie
komorki stymulowano przez kolejne 24 h cytokinami: TNF
(50 ng/ml), IFN (50 ng/ml), IL-143 (50 ng/ml) oraz endotoksy-
ng bakteryjna (Endotoksyna-1, Ex; lipopolisacharydy ze szczepu
Escherichia coli — serotyp 055: BS LPS; Sigma, # L 2808;
50 ng/ml). Po hodowli w medium oznaczono stezenie PGF,
metoda immunoenzymatyczng (EIA) oraz NO,/NO, metoda
kolorymetryczna wg Korzekwa i wsp. (5).

Doswiadczenie 2. Wykazanie wptywu para-etyl-fenolu,
ekwolu oraz 17-6-estradiolu na regulowana cytokinami zywot-
nos$¢ steroidogennych komorek CL.

Komorki steroidogenne CL w systemie hodowli jednowar-
stwowej preinkubowano 24 h metabolitami fitoestrogenow
i E,, a w nastgpnych 24 h hodowli stymulowano cytokinami:
TNF (50 ng/ml), IFN (50 ng/ml), IL-18 (50 ng/ml) oraz Fas
Ligandem (Fas L; kontrola pozytywna — cytokina nalezaca do
rodziny cytokin TNF, ktorej gtéwna funkcja jest indukcja apop-
tozy w wielu typach komorek; 50 ng/ml). Po zakonczeniu ho-
dowli mierzono zywotno$¢ komorek za pomoca metody z uzy-
ciem MTT wg Korzekwa i wsp. (5).

Wyniki i oméwienie

Doswiadczenie 1. Wykazanie wptywu 175-estradiolu
i metabolitow fitoestrogenow na wrazliwo$¢ steroidogen-
nych komoérek CL na luteolityczne dziatanie wybranych
cytokin.

Wydzielanie PGF, wzrosto w grupie komorek kontrol-
nych po podaniu TNF 0 216% (p < 0,001), IL-18 0 221%
(p < 0,001), IFN o 173% (p < 0,05) oraz endotoksyny
0 234% (p < 0,001, ryc. 1). Para-etyl-fenol i ekwol
stymulowaty wydmelame PGF, w komorkach kontrol-
nych 0 323% 1 198%, odpow1edn10 (p <0,001; ryc. 1a).
Gdy preinkubowane z para-etyl-fenolem komork1 stymu-
lowano pdzniej cytokinami, wykazano wzrost wydzie-
lania PGF, , odpowiednio, po podaniu TNF o 159%
(p < 0001) IL-18 o 154% (p < 0,001), IFN o 200%
(p <0,001), endotoksyny bakteryjnej o 65% (p < 0,01).
Gdy preinkubowane z ekwolem komorki stymulowano
pozniej cytokinami, wykazano wzrost wydzielania PGF,
po podaniu TNF o0 63% (p < 0,05), IL-18 o 108%
(p<0,001), IFN 0 208% (p <0,001). Ekwol nie uwrazli-
wial komorek na dziatanie endotoksyny (p > 0,05). Wy-
dzielanie PGF, po pre-inkubacji z E, wzrosto o 300%
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Ryc. 1. Wplyw para-etyl-fenolu (a), ekwolu (b) oraz 175-es-
tradiolu (c) na stymulowana cytokinami (TNF, IL-15, IFN)
oraz z endotoksyng bakteryjna syntez¢ PGF, w steroidogen-
nych komoérkach CL krowy. Rézne litery wskazujg réoznice
statystyczne migdzy komoérkami kontrolnymi a komérkami
kontrolnymi stymulowanymi cytokinami (ab — p < 0,05).
Gwiazdki okreslaja réznice statystyczne miedzy komoérkami
preinkubowanymi badzZ nie z fitoestrogenami i poézniej sty-
mulowanymi cytokinami (* — p < 0,05; ** — p < 0,01; *** —
p <0,001)

(p <0,001; ryc. Ic). Preinkubowane z E, komorki stymu-
lowano pdzniej cytokinami 1 wykazano wzrost wydzie-
lania PGF, odpowiednio, po podaniu TNF o 140%
(p<O 001) IL-18 o 140% (p < 0,001), IFN o 144%
(p <0,001), endotoksyny o 60% (p < 0,001).

Stezenie NO,/NO, wzrastato w medium inkubacyjnym
odpowiednio po pocfamu TNF o 144% (p <0,001), IL-18
0 131% (p < 0,05), IFN o 113% (p < 0,05), endotoksyny
0 163% (p < 0,001) w hodowlach komorek kontrolnych
(preinkubowanych tylko w samym medium, bez dodat-
ku zwiazkow estrogenowych; ryc. 2). Para-etyl-fenol
i ekwol stymulowaty produkcje NO w komorkach kon-
trolnych o 98% 1 92%, odpowiednio (p < 0,05; ryc. 2a).
Gdy komorki preinkubowane z para-etyl-fenolem stymu-
lowano pdzniej cytokinami, wykazano wzrost stezenia
NO,/NO,, odpowiednio, po podaniu TNF o 118% (p <
0 01) IL- lﬂ 0 91% (p < 0,05), IFN o 130% (p < 0,01),
endotoksyny o 94% (p < 0,01). Gdy preinkubowane
z ekwolem komorki stymulowano cytokinami, wykazano
wzrost NO,/NO,, odpowiednio, po podaniu TNF o 104%
(p<0 0012) IL lﬁ 0 107% (p < 0,001), IFN o 140%
(p <0,001). Stgzenie NO,/NO, po preinkubacji komorek
kontrolnych z E, wzrastalo 0 149% (p < 0,01; ryc. 2c¢).
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Ryc. 2. Wplyw para-etyl-fenolu (a), ekwolu (b) oraz 175-es-
tradiolu (c) na stymulowang cytokinami (TNF, IL-13, IFN)
oraz z endotoksyna bakteryjna syntez¢ NO w steroidogen-
nych komoérkach CL krowy. Rézne litery wskazuja réznice
statystyczne migdzy komérkami kontrolnymi a komérkami
kontrolnymi stymulowanymi cytokinami (ab — p < 0,05).
Gwiazdki okreslaja roznice statystyczne migdzy komorkami
preinkubowanymi badz nie z fitoestrogenami i pozniej sty-
mulowanymi cytokinami (* — p < 0,05; ** — p <0,01; *** —
p <0,001)

Preinkubowane z E, komorki stymulowano p6zniej cyto-
kinami i wykazano wzrost NO,/NO,, odpowiednio, po po-
daniu TNF 0 122% (p <0,01), IL- 1ﬁ 0133% (p<0,001),
IFN o 151% (p <0,001), endotoksyny o 105% (p < 0,05).
W badaniach okreslono wptyw para-etyl-fenolu, ekwolu
oraz E, na wrazliwo$¢ steroidogennych komorek CL na
dziatanie cytokin (TNF, IFN, IL-1p). Jako miernik wraz-
liwosci komorek przyjeto zmiany w wydzielaniu PGF,
oraz NO (pomiar stabilnych metabolitow NO - NO_/NO )
Wykazano znaczny wzrost syntezy PGF, (ponad 800%)
w komorkach preinkubowanych z aktywnymi metabo-
litami fitoestrogenow lub E, i pozniej stymulowanych
cytokinami w poréwnaniu do komorek kontrolnych pre-
inkubowanych w samym medium inkubacyjnym. Wy-
kazano rowniez, ze poziom akumulacji metabolitow NO
gwaltownie wzrost w komorkach preinkubowanych
wezesniej z fitoestrogenami i E,, a pozniej stymulowa-
nych cytokinami (ponad 500%; p < 0,001). Sugeruje to,
ze estrogeny endogenne, jak 1 roslinne uwrazliwiajq ste-
roidogenne komorki CL na luteolityczne dziatanie cyto-
kin. Rola cytokin jako pos’rednik(')w luteolitycznego dzia-
tania PGF, , zostala po raz pierwszy zasugerowana przez
Pate 1 wsp. (14) Z kolei wydzielanie 1 dziatanie PGF,
jest zalezne rowniez od steroidow jajnikowych, mlqdzy
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Ryc. 3. Wplyw para-etyl-fenolu (a), ekwolu (b) oraz 175-es-
tradiolu (¢) na regulowana cytokinami (Fas-L, TNEF, IFN,
IL-18) zywotno$¢ steroidogennych komorek CL krowy.
Gwiazdki okreSlaja réznice statystyczne po stymulacji cyto-
kinami w poréwnaniu do odpowiednich kontroli (* —p <0,05;
** _p <0,01; *** —p <0,001)

innymi od E, (12). W pracy wykazano, ze aktywne meta-
bolity fitoestrogenow, podobnie jak E,, stymuluja synte-
z¢ NO i PGF, , moga dziata¢ jak naturalne estrogeny,
a tym samym moga modulowac regresj¢ CL, co jest zgod-
ne z wczesniejszymi badaniami (15, 25). Mimo ze fito-
estrogeny nie wplywaty na podstawowe pulsacyjne wy-
dzielanie P4 w CL krowy, to hamowaly stymulacyjny efekt
LH na wydzielanie P4 w CL krowy in vitro (15). Fito-
estrogeny nie zmieniaty rowniez poziomu P4 w hodowli
komorek steroidogennych CL, ale jednoczes$nie silnie sty-
mulowaty wydzielanie PGF,_(25), co wskazuje, ze zwiaz-
ki te moga zaburza¢ funkcje CL krowy poprzez zakloce-
nie steroidogenezy i1 uwrazliwienie CL na luteolityczne
dziatanie endogennych czynnikéw bgdacych — z jednej
strony — mediatorami luteolizy, a z drugiej strony — me-
diatorami standw zapalnych. Wykazano, ze aktywne
metabolity estrogenow roslinnych i endogenny E, moga
regulowac dziatanie cytokin podczas procesu regresji CL
krowy. Potwierdzaja to badania, w ktérych wykazano, ze
estrogeny moga wzmagac procesy immunologiczne za-
lezne od limfocytow klasy T, stymulujac proliferacje ko-
moérek immunologicznych oraz syntez¢ w nich cytokin
(2). Z kolei zwigkszona ilo$¢ komodrek immunologicznych
pociaga za soba wzrost ilosci cytokin, a tym samym wzrost
syntezy 1 uwalniania czynnikdéw luteolitycznych: PGF,
1 NO, i moze wzmaga¢ mechanizm regresji CL krowy.
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Doswiadczenie 2. Wykazanie wplywu para-etyl-feno-
lu, ekwolu oraz 17-f-estradiolu na regulowana cytokina-
mi zywotnos$¢ steroidogennych komorek CL.

Nie wykazano bezposredniego wptywu para-etyl-feno-
lu, ekwolu i E, na zywotno$¢ komorek (ryc. 3). Rowniez
cytokiny podane samodzielnie nie wptywaly na zywot-
no$¢ hodowanych komorek. Preinkubacja komorek z ak-
tywnymi metabolitami fitoestrogenow lub E, uwrazliwi-
ta komorki na cytotoksyczne dziatanie wszystkich stoso-
wanych cytokin. Zywotno$¢ komorek steroidogennych
preinkubowanych z para-etyl-fenolem (ryc. 3a) obnizyta
si¢ po podaniu FAS-L o 32% (p < 0,001), TNF o 18%
(p<0,05), IFN 0 18% (p <0,05), IL-18 0 25% (p <0,01).
Zywotnos¢ komorek preinkubowanych z ekwolem
(ryc. 3b) obnizyta si¢ po podaniu FAS-L 0 55% (p <0,01),
TNF 0 38% (p < 0,05), IL-18 0 37% (p < 0,05). Zywot-
no$¢ komorek preinkubowanych z E, (ryc. 3c) obnizyla
si¢ po podaniu FAS-L o 50%, TNF o 30% (p < 0,001),
IFN o 23% (p < 0,05), IL-18 0 36% (p < 0,001).

Dwa glowne steroidy jajnikowe (P4 1 E,) odgrywaja
przeciwstawne role w regulacji $mierci komorek CL. Pro-
gesteron jest czynnikiem chroniagcym CL przed apoptoza
(10), E, moze wzmagac procesy doprowadzajace do $mier-
ci steroidogennych komoérek CL (4). W prezentowanych
badaniach nie wykazano jednak bezposredniego wptywu
E, i aktywnych metabolitow fitoestrogendw na zywotnos¢
steroidogennych komorek CL krowy. Ponadto nie wyka-
zano bezposredniego cytotoksycznego wptywu cytokin
podawanych oddzielnie na hodowane komorki. Jednakze
zywotnos¢ steroidogennych komorek CL obnizyta sig, gdy
wczesniej preinkubowano je z estrogenami (endogenny-
mi lub roslinnymi), a pdzniej stymulowano cytokinami
(Fas L, TNF, IFN, IL-1p). Apoptoza jest mechanizmem,
poprzez ktdry cytokiny i posrednio PGF, , moga induko-
wac proces strukturalnej regresji CL ($mier¢ i eliminacja
komorek CL) (16, 17, 19-22). Jednakze dopiero taczne
podanie cytokin (TNF i IFN) indukuje $mier¢ steroido-
gennych komorek CL krowy (5, 20). Gtéwnym aktywa-
torem apoptozy w CL krowy jest inny przedstawiciel su-
perrodziny cytokin TNF — Fas L, wydzielany przez lim-
focyty T (20). Wykazano, ze ekspresja mRNA dla Fas-L
1 Fas receptora wzrasta podczas procesu luteolizy i jest
indukowana przez inne cytokiny, w tym IFN 1 TNF (20).
Ponadto NO jest silnym stymulatorem procesu apoptozy
w komorkach CL czlowieka (23) i krowy (5). Wszystkie
te badania dowodza, ze do indukcji apoptozy konieczne
jest uwrazliwienie komorek na cytotoksyczne dziatanie
innych cytokin. W prezentowanych badaniach wykazano
ponadto, ze E, 1 fitoestrogeny stymuluja uwalnianie NO
w komorkach CL krowy. Mozna sugerowac, ze fitoestro-
geny oprocz bezposredniego uwrazliwienia komoérek na
cytotoksyczne dziatanie cytokin moga rowniez wplywac
na proces strukturalnej regresji CL pos$rednio, poprzez
wzrost stezenia NO.

Podsumowanie

Aktywne metabolity fitoestrogendw: para-etyl-fenol
oraz ekwol uwrazliwiaja steroidogenne komorki CL kro-
wy na luteolityczne dzialanie cytokin. Moga pobudzac
proces funkcjonalnej luteolizy poprzez wzmozenie sty-
mulowanej przez cytokiny syntezy PGF, iNO w CL kro-
wy. Ponadto moga modulowaé proces strukturalnej lu-
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teolizy, uwrazliwiajac steroidogenne komorki CL krowy
na cytotoksyczne dzialanie cytokin. Aktywne metabolity
izoflawonow: para-etyl-fenol oraz ekwol dziataja jako ago-
nisci naturalnych estrogenéw modulujac proces regres;ji
CL zalezny od komorek uktadu immunologicznego (24).

PiSmiennictwo

1.Adams N. R.: Detection of the effects of phytoestrogens on sheep and cattle.
J. Anim. Sci. 1995, 73, 1509-1515.

2.Beagley K. W., Gockel Ch. M.: Regulation of innate and adaptive immunity by
the female sex hormones oestradiol and progesterone. Immunol. Med. Micro-
biol. 2003, 38, 13-22.

3.Dusza L., Ciereszko R., Skarzynski D. J., Nogowski L., Opalka M., Kaminska B.,
Nynca A., Kraszewska O., Slomczynska M., Woclawek-Potocka 1., Korzekwa A.,
Pruszynska-Oszmalek E., Szkudelska K.: Mechanism of phytoestrogens action
in reproductive processes of mammals and birds. Reprod. Biol. 2006, 6, 151-174.

4.Goodman S. B., Kugu K., Chen S. H., Preuttipan S., Tilly K. L, Tilly J. L.: Estra-
diol-mediated suppression of apoptosis in the rabbit corpus luteum is associated
with a shift in expression of bcl-2 family members favoring cellular survival.
Biol. Reprod. 1998, 59, 820-827.

5.Korzekwa A., Murakami S., Woclawek-Potocka 1., Bah M. M., Pilawski W,
Okuda K., Skarzynski D. J.: Nitric oxide induces apoptosis in bovine luteal cells.
J. Reprod. Dev. 2006, 52, 353-361.

6.Korzekwa A. J., Jaroszewski J. J., Woclawek-Potocka 1., Bah M. M., Skarzyn-
ski D. J.: Luteolytic effect of prostaglandin F, on bovine corpus luteum
depends on cell composition and contact. Reprod. Dom. Animal. 2007, oddano
do druku.

7.Lundh T. J.-O.: Metabolism of estrogenic isoflavones in domestic animals.
P.S.E.B.M. 1995, 208, 33-39.

8.McCracken J. A., Custer E. E., Lamsa J. C.: Luteolysis: a neuroendocrine-
-mediated event. Physiol. Rev. 1999, 79, 263-323.

9.Nowicka E., Szkudelski R., Nogowski L.: Dziatanie fitoestrogenow na organizm
czlowieka i zwierzat. Medycyna Wet. 2006, 62, 736-738.

10. Okuda K., Korzekwa A., Shibaya M., Murakami S., Nishimura R., Tsubouchi M.,
Woclawek-Potocka 1., Skarzynski D. J.: Progesterone is a suppressor of apopto-
sis in bovine luteal cells. Biol. Reprod. 2004, 71, 2065-2071.

11. Okuda K., Miyamoto Y., Skarzynski D. J.: Regulation of endometrial prosta-
glandin F, synthesis during luteolisis and early pregnancy in cattle. Dom.
Animal Endocrinol. 2002, 23, 255-254.

12. Okuda K., Uenoyama Y., Berisha B., Lange 1. G., Taniguchi H., Kobayashi S.,
Kobayashi S., Miyamoto A., Schams D.: Estradiol-170 is produced in bovine
corpus luteum. Biol. Reprod. 2001, 65, 1634-1639.

13.Pate J. L., Keyes P. L.: Immune cells in the corpus luteum: friends or foes?
Society for Reproduction and Fertility 2001, 122, 665-676.

14.Pate J. L., Townson D. H.: Novel local regulators in luteal regression. J. Anim.
Sci. 1994, 72, 34-42.

15. Piotrowska K. K., Woclawek-Potocka I., Bah M. M., Piskula M. K., Pilawski W.
Bober A., Skarzynski D. J.: Phytoestrogens and their metabolites inhibit the
sensitivity of the bovine corpus luteum to luteotropic factors. J. Reprod. Dev.
2006, 52, 33-41.

16. Petroff M. G., Petroff B. K., Pate J. L.: Mechanism of cytokine-induced death of
cultured bovine cells. Journals of Reproduction and Fertility 2001, 121, 753-760.

17.Skarzynski D. J., Bah M. M., Woclawek-Potocka I., Deptula K., Korzekwa A.,
Shibaya M., Pilawski W., Okuda K.: Roles of tumor necrosis factor-a of the
estrous cycle in cattle: an in vivo study. Biol. Reprod. 2003, 69, 1907-1913.

18.Skarzynski D. J., Bogacki M., Kotwica J.: Involvement of ovarian steroids
in basal and oxytocin-stimulated PGF, secretion by the bovine endometrium
in vitro. Theriogenology 1999, 52, 385-397.

19. Skarzynski D. J., Jaroszewski J. J., Okuda K.: Role of TNF-« and nitric oxide in
luteolysis in cattle. Dom. Animal. Endocrinol. 2005, 29, 340-346.

20. Taniguchi H., Yokomizo Y., Okuda K.: Fas-fas ligand system mediated luteal cell
death in bovine corpus luteum. Biol. Reprod. 2002, 66, 754-759.

21.Terranova P. F,, Hunter V. J., Roby K. F., Hunt J. S.: Tumor necrosis factor-c in
the female reproductive tract. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 1995, 209, 325-342.

22.Townson T. H., O’Connor C. L., Pru J. K.: Expression of Monocyte Chemo-
attractant Protein-1 and distribution of immune cell populations in the bovine
corpus luteum throughout the estrous cycle. Biol. Reprod. 2002, 66, 361-366.

23.Vega M., Urrutia L., Iniguez G., Gabler F., Devoto L., Johnson M. C.: Nitric
oxide induces apoptosis in the human corpus luteum in vitro. Mol. Hum.
Reprod. 2000, 6, 681-687.

24. Woclawek-Potocka 1., Bober A., Korzekwa A., Okuda K., Skarzynski D. J.:
Equol and para-ethyl-phenol stimulate PGF, secretion in bovine corpus luteum:
intracellular mechanisms of action. Prostaglandins Other Lipid Mediat. 2006,
79, 287-297.

25. Woctawek-Potocka 1., Okuda K., Acosta T. J., Korzekwa A., Pilawski W.
Skarzynski D. J.: Phytoestrogen metabolites are much more active than phyto-
estrogens themselves in increasing PGF, synthesis via PGF, synthase-like 2
stimulation in bovine endometrium. Prostaglandins Other Lipid Mediat. 2005,
78,201-217.

Adres autora: prof. dr hab. Dariusz J. Skarzynski, ul. Tuwima 10, 10-747
Olsztyn; e-mail: skadar@pan.olsztyn.pl



