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Niektore efekty HRT mogq by¢ zwigzane z antyoksydacyjnym dziataniem estrogenow, kto-
re chroniq struktury komorki przed zniszczeniem poprzez wptyw na zmniejszenie produkcji
wolnych rodnikow. Celem pracy byta ocena efektu antyoksydacyjnego hormonalnej terapii
zastepczej (HTZ) u kobiet w okresie pomenopauzalnym w zaleznosci od czasu jej stosowa-
nia. Badang grupe stanowito 46 kobiet w okresie pomenopauzalnym. Generacje reaktyw-
nych form tlenu przez neutrofile krwi obwodowej oceniano metodq chemiluminescencyi.
Oznaczeri dokonywano przed rozpoczeciem cigglej estrogenowo-gestagenowej hormonalnej
terapii zastepczej, po 3 i po 6 mies. stosowania tej terapii. Wykazano, ze im diuzszy jest czas
stosowania HTZ, tym generacja reaktywnych form tlenu jest mniejsza.

Stowa kluczowe: hormonalna terapia zastepcza, reaktywne formy tlenu

Estrogeny stosowane w hormonalnej terapii zastep-
czej (HTZ) wykazuja dzialanie antyoksydacyjne,
zmniejszajac szkodliwe dzialanie reaktywnych form
tlenu (RFT) u kobiet w okresie okoto- i pomenopauzal-
nym. RFT sg odpowiedzialne za depolimeryzacj¢ poli-
sacharydéw i zmiany konformacji bialek przez utlenia-
nie grup tiolowych [1]. Powodujg rozrywanie wigzaf
dwusiarczkowych w biatkach, co prowadzi do ich de-
naturacji, a co za tym idzie — do zmian w aktywnosci
enzymow, m.in. cyklazy adenylowej i fosfodiesterazy,
ktére przez udziat w regulacji cyklicznego cAMP
wplywaja na podzialy komérkowe. Istotna jest takze
inaktywacja dehydrogenaz NADPH w taricuchu odde-
chowym. RFT powoduja peroksydacj¢ lipidow bion
komoérkowych, a w zwigzku z tym ich degradacje
i zmiang¢ aktywnosci receptoréw. Wolne rodniki reagu-
ja z zasadami purynowymi i pirymidynowymi, powo-
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dujac uszkodzenia DNA [1]. Zmiany oksydoredukcyj-
ne jonéw metali, zachodzace pod ich wptywem prowa-
dzg do zaburzeri uktadéw enzymatycznych, w ktérych
te metale sg kofaktorami [1].

RFT prawdopodobnie odgrywajg istotng rol¢ w pa-
togenezie wielu schorzen: miazdzycy, chor6b reuma-
tycznych, choréb osrodkowego uktadu nerwowego
(choroba Alzheimera), chor6b nowotworowych, zespo-
tu niewydolnosci oddychania dorostych, uszkodzen
migsnia sercowego w czasie zawatu/reperfuzji, prze-
wlektych choréb ptuc i nerek, poalkoholowych zmian
w watrobie, mikroangiopatii w cukrzycy [1-4].

Zostat udowodniony hamujacy wpltyw estrogendéw
na zjawisko oksydacyjnej modyfikacji lipoprotein o ni-
skiej gestosci (LDL), ktéry to proces prowadzi do
wzrostu ich aterogennosci i zwigkszenia ryzyka chréb
uktadu krazenia [5-7].
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Dziatanie antyoksydacyjne estrogenéw w stosunku
do lipoprotein dotyczy takze i ochronnego dziatania tych
hormonéw w stosunku do struktur btonowych [5, 8].

Wykazano, ze do naczyniorozszerzajgcego dziatania
estrogendéw stosowanych w terapii zastgpczej dochodzi
za posrednictwem ich efektu antyoksydacyjnego.

Ekspozycja endotelium na estrogeny poprzez ha-
mowanie generacji anionu ponadtlenkowego powodu-
je wzrost uwalniania NO przez endotelium, a zatem
efekt naczyniorozszerzajacy [9].

Uwaza sig, ze szybsza progresja przewlektych cho-
réb nerek u mezczyzn jest uzasadniana protekcyjnym
antyoksydacyjnym dzialaniem estrogenéw u kobiet [3].

Estrogeny wykazujg réwniez protekcyjny wplyw
W migsniu sercowym, zmniejszajac uszkodzenia ko-
mérek spowodowane przez wolne rodniki w czasie nie-
dokrwienia/reperfuzji, co przejawia si¢ zmniejszong
generacjg dialdehydu malonowego (MDA) — produktu
peroksydacji lipoprotein i mniejszym spadkiem zawar-
tosci glutationu [10].

Keller i wsp. [2] potwierdzili w swoich badaniach
hipotezg, ze estrogeny stosowane w HTZ u pacjentek
z chorobg Alzheimera dzialajq bezposrednio na synap-
sy, znoszac w nich oksydacyjne uposledzenie transpor-
tu przezblonowego.

Antyoksydacyjne dziatanie estrogenéw w chorobie
Alzheimera potwierdzili rowniez w swoich badaniach
Behl i wsp. [11]. Wykazali oni, ze 17-beta-estradiol
i jego pochodne mogg przeciwdziata¢ gromadzeniu si¢
nadtlenkéw w przestrzeni mig¢dzykomoérkowej,
a w zwigzku z tym degradacji neuronéw poczgtkowych
i klonalnych komérek hipokampa.

Dziatanie antyoksydacyjne estrogendéw jest postu-
lowane nie tylko w chorobie Alzheimera, ale tez
w ostrych stanach dotyczagcych OUN. Badano warunki
podobne do stresu oksydacyjnego w wylewie, urazie
1 niedokrwieniu tkanki nerwowej, wykazujac wplyw
estrogendw na zmniejszenie ubytkéw tkanki ekspono-
wanej na prooksydacyjne dziatanie hemoglobiny
1 oksydazy cytochromowej [12].

Cel pracy

Ocena efektu antyoksydacyjnego hormonalnej tera-
pii zastepczej (HTZ) u kobiet w okresie pomenopau-
zalnym, w zaleznosci od czasu jej stosowania.

Materiat i metody

Badang grupe stanowito 46 kobiet w okresie pome-
nopauzalnym, bgdacych pacjentkami Poradni Kliniki
Ginekologii i Choréb Menopauzy ICZMP w Lodzi.
Sredni wiek w badanej grupie wynosit 54,0+5,1 lat.
Kryteriami wykluczajagcymi byty: istnienie przeciw-
wskazai do hormonalnej terapii zastepczej, ostre lub
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przewlekte choroby zapalne, cukrzyca, stosowanie le-
kéw o wiasciwosciach antyoksydacyjnych i i HTZ
w okresie ostatnich 6 mies.

Na wykonywanie badarii uzyskano zgode Komisji
Etyki Badan Naukowych przy Uniwersytecie Medycz-
nym w bodzi.

Pacjentki zakwalifikowano do ciaglej estrogenowo-
-gestagenowej hormonalne;j terapii zastgpcze;j.

Efekt antyoksydacyjny HTZ okreslano, poréwnu-
jac generacje reaktywnych form tlenu przez neutrofile
krwi obwodowej pacjentek, oceniang na podstawie po-
miaru chemiluminescencji (CL) w czasie tzw. wybu-
chu tlenowego tych komoérek przed rozpoczgciem hor-
monalnej terapii zastgpczej oraz po 3 i po 6 mies. sto-
sowania tej terapii. Do wywotania wybuchu tlenowego
neutrofili zastosowano nastgpujace stymulatory: for-
mylo-metionylo-leucylofenyloalanina (fMLP), octan
mirystynianu forbolu (PMA) i zymosan firmy Sigma-
-Aldrich. Jako wzmacniacza chemiluminescencji bez-
posredniej uzyto luminolu (Sigma-Aldrich). Ptyn PBS
(fizjologiczny roztwoér NaCl zbuforowany fosforana-
mi) pochodzit z firmy Biomed.

Pomiaru chemiluminescencji dokonywano przy
uzyciu aparatu LUMINOMETR 1251 (Pharmacia
LKB). Badania przeprowadzano w stalej temperaturze
37°C £0,1. Luminometr w ciggu 30 min dokonywat 15
pomiaréw. Kazdg seri¢ pomiaréw wykonywano na
czterech probkach krwi, powtarzajac jg 2-krotnie. Na
podstawie wynikéw pomiaréw obliczano parametry
chemiluminescencji: a) pole powierzchni pod krzywa
emisji w funkcji czasu liczong w ciggu 30 min, wyra-
zajace catkowity ilos¢ energii wyemitowang przez ko-
morki w czasie pomiaru), b) maksimum krzywej emi-
sji. Oceniano chemiluminescencj¢ spontaniczng (BS)
i stymulowang fMLP, PMA i zymosanem neutrofili.
Prébki, w ktérych oceniano wybuch tlenowy neutrofili
spoczynkowych zawieraty 20 pl krwi petnej, 20 ul lu-
minolu, 20 ul PBS (BS), lub 20 ul fMLP (2 x 10°
M/ml), lub 20 ul PMA (2 x 10 M/ml) lub 30 pl zymo-
sanu (10 mg/ml), PBS do tacznej objetosci 1 000 pl.
Do oceny istotnosci zmian wartosci parametréw che-
miluminescencji w czasie stosowania HTZ w zalezno-
Sci od rodzaju terapii zastosowano metody analizy wa-
riancji dla zmiennych zaleznych.

Wyniki

W tab. I przedstawiono wyniki analizy wpltywu
czasu stosowania HTZ na wartosci parametréw chemi-
luminescencji. Zaobserwowano, ze po 6 mies. stoso-
wania terapii wartosci zaréwno p6l pod krzywymi CL,
jak 1 wartosci maksymalne krzywych CL ulegly staty-
stycznie istotnemu zmniejszeniu, w poréwnaniu do od-
powiadajacych im wartosci po 3 mies. tej terapii
(p <0,0005). Takie zmiany dotyczyly parametrow CL
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Tab. I. Wpltyw czasu stosowania HTZ na wartosci parametréw chemiluminescencji

Parametry Parametry OKres stosowania HTZ Rezultaty
chemiluminescencji statystyczne analizy
(pola pod krzywa) 3 mies. 6 mies. wariancji*
p
BS (mVxmin) srednia +SD 1 778,19 73,5 839,7+426,5 603,7+266,3
(n =46) min.+max 515,1+3 810,9 316,3+2 010,6 177,9+1 553,4 <0,0005
FMLP  (mVxmin) srednia +SD 4 577,6+2 033,2 2 752,71 152,5 1984,9+707,4
(n = 46) min.+max 1789,5+10 874.,4 1122,9+5 321,1 728,5+3 877,5 <0,0005
PMA  (mVxmin) srednia +SD 4 408,9+2 958,1 1922.2+1 315,5 1225,9+527,7
(n = 46) min.+max 010,3+4 679,3 638,5+6 542,3 464,1+2 836,6 <0,0005
Z (mVxmin) srednia +SD 1 7655,0+11 017,2 9 644,2+5 663,8 7 374,8+4 102,0
(n =46) min.+max 5 354,7+59 049,4 2491,7+2 3756,0 1 844,0+18927,8 <0,0005
parametry chemiluminescencji
(wartoSci maksymalne)
BS (mV) srednia +SD 80,9+45,2 37,7 9,4 27,9+16,2
(n = 46) min.+max 21,9+203.3 12,2+108,6 7,3+105,0 <0,0005
fMLP  (mV) srednia +SD 212,7+104,3 127,6+57,9 91,8+38,5
(n =46) min.+max 75,6+597,6 46,7+339,8 37,2+220,4 <0,0005
PMA (mV) srednia +SD 280,9+195,3 123,7+96,4 76,5+41,2
(n = 46) min.+max 59,3+930,3 30,3+452,0 25,5+237,2 <0,0005
Z (mV) srednia +SD 944.8+515,0 616,8+347.8 458,0+253,1
(n = 46) min.+max 313,1+2 640,4 178,2+1 760,6 115,7+1 251,7 <0,0005

BS — bez stymulacji

JMLP - stymulacja formylo-metionylo-leucylofenyloalaning
PMA  — stymulacja octanem mirystynianu forbolu

V4 — stymulacja zymosanem

*jednoczynnikowa analiza wariancji dla zmiennych zaleznych

spontanicznej (BS) oraz stymulowanej fMLP, PMA
1 zymosanem (Z).

Dyskusja

W pracy wykazano, ze antyoksydacyjne efekty
HTZ zaleza od czasu jej stosowania. Im diuzszy byt
czas stosowania terapii, tym zahamowanie generacji
reaktywnych form tlenu byto wigksze.

Tranquilli, Mazzanti i Cugini [13] oceniali wplyw
hormonalnej terapii zastgpczej na generacj¢ wolnych
rodnikéw w btonach ptytek krwi kobiet w okresie okoto-
i pomenopauzalnym. U 12 kobiet przez 25 dni zastoso-
wali HTZ, ktérej komponentg estrogenowg byt estradiol
stosowany przezskérnie w dawce 50 pg/dzien. Peroksy-
dacje lipidéw oznaczali w prébkach krwi pobranych
w 0., 12. 1 25. dniu terapii za pomocg spektrofotome-
trycznej oceny generacji sprz¢zonych dienéw. Stwierdzi-
li zmniejszenie peroksydacji lipidéw po wiaczeniu HTZ
tym wigksze, im dluzszy byt czas stosowania terapii.

Whioski te potwierdzaja badania przeprowadzone
przez Sack, Rader i Cannon III [14], ktérzy oznaczali pe-
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roksydacj¢ LDL wywotang jonami miedzi w prébkach
krwi 18 kobiet otrzymujgcych HTZ w postaci iniekcji,
a nastepnie w formie przezskérnej. Probki krwi pobiera-
ne byty w chwili 0, po iniekcji, po 3 tyg. terapii prze-
zskornej oraz po miesigcu terapii. Miarg peroksydacji byt
réwniez czas generacji sprz¢zonych dienéw, oznacza-
nych spektrofotometrycznie. Zmniejszenie peroksydacji
bylo réwniez zalezne od czasu stosowania terapii.

W innym modelu in vivo u 11 kobiet pomenopau-
zalnych podawano HTZ, w ktérej komponentg estroge-
nowa byl walerianian estradiolu podawany przez 21
dni. Prébki krwi pobierano celem badania oksydacji
LDL. Stwierdzono wydtuzenie czasu oksydacji LDL,
zalezne od czasu stosowania preparatu, w porownaniu
z grupami kontrolnymi, $wiadczace o hamujacym
wplywie estrogendw na oksydacje LDL [15].

Mimo potwierdzenia antyoksydacyjnego dzialania
estrogendw, w literaturze naukowej brakuje prac bada-
jacych to zjawisko przy uzyciu metod bezposrednio
okreslajacych stopient generacji RFT. W wigkszosci sto-
sowane sg metody badajace skutki dziatania wolnych
rodnik6w, jak np. oceniajgce peroksydacje lipidow przy
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pomocy dialdehydu malonowego (MDA) oraz metody przytoczone. W badaniach in vivo zwraca uwage mata
oceniajace stan uktadéw antyoksydacyjnych w postaci, liczba prac klinicznych. W pracach tych badane grupy
np. aktywnosci odpowiednich enzymoéw. Wickszos¢ nie sg zbyt liczne, a oznaczenia przeprowadzone sg naj-
prac stanowig badania in vitro, ktére nie zostaly tutaj czesciej tylko przed terapig i po jej zakoniczeniu.

Summary

Some effects of HRT may be caused by an antioxidative action of estrogens, which pre-
vent cellular oxidative damage by diminishing the generation of reactive oxygen intermedia-
tes (ROI).

Aim of study: Evaluation of hormonal replacement therapy (HRT) antioxidative effect in
postmenopausal women in relation to the therapy duration.

Material and methods: Study group consists of 46 postmenopausal women. The mean
age was 54.0£5.1 years. ROI generation was evaluated in 20 ul peripheral blood samples.
Spontaneous ROI generation and generation after neutrophils activation with stimulators:
formyl-metionyl-leucylphenyloalanin (fMLP), phorbol acetate (PMA) and zymosan was me-
asured. As an enhancer of chemiluminescence luminol was used. Chemiluminescency asso-
ciated with oxydation burst was measured with Luminometr 1251, BioOrbit, Turku, Finland
in stable temperature during 30 minutes (15 readings). Measurements were performed befo-
re applying continuous estrogen-progestin hormonal replacement therapy, after 3 and
6 months of this therapy.

Results: ROI generation by neutrophils was lower in patients using HRT during 6 mon-
ths than in the same women after 3 months on this therapy.

Conclusion: The longer the HRT duration, the lower the reactive oxygen intermediates’
generation..

Key words: hormonal replacement therapy, reactive oxygen intermediates
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