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DD³³uuggooœœææ  ssttoossoowwaanniiaa  
hhoorrmmoonnaallnneejj  tteerraappiiii  zzaassttêêppcczzeejj  
aa  jjeejj  eeffeekktt  aannttyyookkssyyddaaccyyjjnnyy

HHoorrmmoonnaall  rreeppllaacceemmeenntt  tthheerraappyy  dduurraattiioonn  aanndd  iittss  aannttiiooxxiiddaattiivvee  eeffffeecctt

TToommaasszz  SStteettkkiieewwiicczz,,  SS³³aawwoommiirr  JJêêddrrzzeejjcczzyykk,,  IIrreenneeuusszz  PPoo³³aaææ,,  GGrrzzeeggoorrzz  SSttaacchhoowwiiaakk,,  

AAnnddrrzzeejj  PPaakkaallsskkii,,  TToommaasszz  PPeerrttyyññsskkii

Niektóre efekty HRT mog¹ byæ zwi¹zane z antyoksydacyjnym dzia³aniem estrogenów, któ-
re chroni¹ struktury komórki przed zniszczeniem poprzez wp³yw na zmniejszenie produkcji
wolnych rodników. Celem pracy by³a ocena efektu antyoksydacyjnego hormonalnej terapii
zastêpczej (HTZ) u kobiet w okresie pomenopauzalnym w zale¿noœci od czasu jej stosowa-
nia. Badan¹ grupê stanowi³o 46 kobiet w okresie pomenopauzalnym. Generacjê reaktyw-
nych form tlenu przez neutrofile krwi obwodowej oceniano metod¹ chemiluminescencji.
Oznaczeñ dokonywano przed rozpoczêciem ci¹g³ej estrogenowo-gestagenowej hormonalnej
terapii zastêpczej, po 3 i po 6 mies. stosowania tej terapii. Wykazano, ¿e im d³u¿szy jest czas
stosowania HTZ, tym generacja reaktywnych form tlenu jest mniejsza. 

S³owa kluczowe: hormonalna terapia zastêpcza, reaktywne formy tlenu

(Przegl¹d Menopauzalny 2003; 4:65–69) 

Estrogeny stosowane w hormonalnej terapii zastêp-
czej (HTZ) wykazuj¹ dzia³anie antyoksydacyjne,
zmniejszaj¹c szkodliwe dzia³anie reaktywnych form
tlenu (RFT) u kobiet w okresie oko³o- i pomenopauzal-
nym. RFT s¹ odpowiedzialne za depolimeryzacjê poli-
sacharydów i zmiany konformacji bia³ek przez utlenia-
nie grup tiolowych [1]. Powoduj¹ rozrywanie wi¹zañ
dwusiarczkowych w bia³kach, co prowadzi do ich de-
naturacji, a co za tym idzie – do zmian w aktywnoœci
enzymów, m.in. cyklazy adenylowej i fosfodiesterazy,
które przez udzia³ w regulacji cyklicznego cAMP
wp³ywaj¹ na podzia³y komórkowe. Istotna jest tak¿e
inaktywacja dehydrogenaz NADPH w ³añcuchu odde-
chowym. RFT powoduj¹ peroksydacjê lipidów b³on
komórkowych, a w zwi¹zku z tym ich degradacjê
i zmianê aktywnoœci receptorów. Wolne rodniki reagu-
j¹ z zasadami purynowymi i pirymidynowymi, powo-

duj¹c uszkodzenia DNA [1]. Zmiany oksydoredukcyj-
ne jonów metali, zachodz¹ce pod ich wp³ywem prowa-
dz¹ do zaburzeñ uk³adów enzymatycznych, w których
te metale s¹ kofaktorami [1]. 

RFT prawdopodobnie odgrywaj¹ istotn¹ rolê w pa-
togenezie wielu schorzeñ: mia¿d¿ycy, chorób reuma-
tycznych, chorób oœrodkowego uk³adu nerwowego
(choroba Alzheimera), chorób nowotworowych, zespo-
³u niewydolnoœci oddychania doros³ych, uszkodzeñ
miêœnia sercowego w czasie zawa³u/reperfuzji, prze-
wlek³ych chorób p³uc i nerek, poalkoholowych zmian
w w¹trobie, mikroangiopatii w cukrzycy [1–4]. 

Zosta³ udowodniony hamuj¹cy wp³yw estrogenów
na zjawisko oksydacyjnej modyfikacji lipoprotein o ni-
skiej gêstoœci (LDL), który to proces prowadzi do
wzrostu ich aterogennoœci i zwiêkszenia ryzyka chrób
uk³adu kr¹¿enia [5–7]. 
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Dzia³anie antyoksydacyjne estrogenów w stosunku
do lipoprotein dotyczy tak¿e i ochronnego dzia³ania tych
hormonów w stosunku do struktur b³onowych [5, 8]. 

Wykazano, ¿e do naczyniorozszerzaj¹cego dzia³ania
estrogenów stosowanych w terapii zastêpczej dochodzi
za poœrednictwem ich efektu antyoksydacyjnego. 

Ekspozycja endotelium na estrogeny poprzez ha-
mowanie generacji anionu ponadtlenkowego powodu-
je wzrost uwalniania NO przez endotelium, a zatem
efekt naczyniorozszerzaj¹cy [9]. 

Uwa¿a siê, ¿e szybsza progresja przewlek³ych cho-
rób nerek u mê¿czyzn jest uzasadniana protekcyjnym
antyoksydacyjnym dzia³aniem estrogenów u kobiet [3]. 

Estrogeny wykazuj¹ równie¿ protekcyjny wp³yw
w miêœniu sercowym, zmniejszaj¹c uszkodzenia ko-
mórek spowodowane przez wolne rodniki w czasie nie-
dokrwienia/reperfuzji, co przejawia siê zmniejszon¹
generacj¹ dialdehydu malonowego (MDA) – produktu
peroksydacji lipoprotein i mniejszym spadkiem zawar-
toœci glutationu [10]. 

Keller i wsp. [2] potwierdzili w swoich badaniach
hipotezê, ¿e estrogeny stosowane w HTZ u pacjentek
z chorob¹ Alzheimera dzia³aj¹ bezpoœrednio na synap-
sy, znosz¹c w nich oksydacyjne upoœledzenie transpor-
tu przezb³onowego. 

Antyoksydacyjne dzia³anie estrogenów w chorobie
Alzheimera potwierdzili równie¿ w swoich badaniach
Behl i wsp. [11]. Wykazali oni, ¿e 17-beta-estradiol
i jego pochodne mog¹ przeciwdzia³aæ gromadzeniu siê
nadtlenków w przestrzeni miêdzykomórkowej,
a w zwi¹zku z tym degradacji neuronów pocz¹tkowych
i klonalnych komórek hipokampa. 

Dzia³anie antyoksydacyjne estrogenów jest postu-
lowane nie tylko w chorobie Alzheimera, ale te¿
w ostrych stanach dotycz¹cych OUN. Badano warunki
podobne do stresu oksydacyjnego w wylewie, urazie
i niedokrwieniu tkanki nerwowej, wykazuj¹c wp³yw
estrogenów na zmniejszenie ubytków tkanki ekspono-
wanej na prooksydacyjne dzia³anie hemoglobiny
i oksydazy cytochromowej [12]. 

CCeell  pprraaccyy

Ocena efektu antyoksydacyjnego hormonalnej tera-
pii zastêpczej (HTZ) u kobiet w okresie pomenopau-
zalnym, w zale¿noœci od czasu jej stosowania. 

MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyy

Badan¹ grupê stanowi³o 46 kobiet w okresie pome-
nopauzalnym, bêd¹cych pacjentkami Poradni Kliniki
Ginekologii i Chorób Menopauzy ICZMP w £odzi.
Œredni wiek w badanej grupie wynosi³ 54,0±5,1 lat.
Kryteriami wykluczaj¹cymi by³y: istnienie przeciw-
wskazañ do hormonalnej terapii zastêpczej, ostre lub

przewlek³e choroby zapalne, cukrzyca, stosowanie le-
ków o w³aœciwoœciach antyoksydacyjnych i i HTZ
w okresie ostatnich 6 mies. 

Na wykonywanie badañ uzyskano zgodê Komisji
Etyki Badañ Naukowych przy Uniwersytecie Medycz-
nym w £odzi. 

Pacjentki zakwalifikowano do ci¹g³ej estrogenowo-
-gestagenowej hormonalnej terapii zastêpczej. 

Efekt antyoksydacyjny HTZ okreœlano, porównu-
j¹c generacjê reaktywnych form tlenu przez neutrofile
krwi obwodowej pacjentek, ocenian¹ na podstawie po-
miaru chemiluminescencji (CL) w czasie tzw. wybu-
chu tlenowego tych komórek przed rozpoczêciem hor-
monalnej terapii zastêpczej oraz po 3 i po 6 mies. sto-
sowania tej terapii. Do wywo³ania wybuchu tlenowego
neutrofili zastosowano nastêpuj¹ce stymulatory: for-
mylo-metionylo-leucylofenyloalanina (fMLP), octan
mirystynianu forbolu (PMA) i zymosan firmy Sigma-
-Aldrich. Jako wzmacniacza chemiluminescencji bez-
poœredniej u¿yto luminolu (Sigma-Aldrich). P³yn PBS
(fizjologiczny roztwór NaCl zbuforowany fosforana-
mi) pochodzi³ z firmy Biomed. 

Pomiaru chemiluminescencji dokonywano przy
u¿yciu aparatu LUMINOMETR 1251 (Pharmacia
LKB). Badania przeprowadzano w sta³ej temperaturze
37oC ±0,1. Luminometr w ci¹gu 30 min dokonywa³ 15
pomiarów. Ka¿d¹ seriê pomiarów wykonywano na
czterech próbkach krwi, powtarzaj¹c j¹ 2-krotnie. Na
podstawie wyników pomiarów obliczano parametry
chemiluminescencji: a) pole powierzchni pod krzyw¹
emisji w funkcji czasu liczon¹ w ci¹gu 30 min, wyra-
¿aj¹ce ca³kowit¹ iloœæ energii wyemitowan¹ przez ko-
mórki w czasie pomiaru), b) maksimum krzywej emi-
sji. Oceniano chemiluminescencjê spontaniczn¹ (BS)
i stymulowan¹ fMLP, PMA i zymosanem neutrofili.
Próbki, w których oceniano wybuch tlenowy neutrofili
spoczynkowych zawiera³y 20 µl krwi pe³nej, 20 µl lu-
minolu, 20 µl PBS (BS), lub 20 µl fMLP (2 x 10–6

M/ml), lub 20 µl PMA (2 x 10–8 M/ml) lub 30 µl zymo-
sanu (10 mg/ml), PBS do ³¹cznej objêtoœci 1 000 µl.
Do oceny istotnoœci zmian wartoœci parametrów che-
miluminescencji w czasie stosowania HTZ w zale¿no-
œci od rodzaju terapii zastosowano metody analizy wa-
riancji dla zmiennych zale¿nych. 

WWyynniikkii

W tab. I przedstawiono wyniki analizy wp³ywu
czasu stosowania HTZ na wartoœci parametrów chemi-
luminescencji. Zaobserwowano, ¿e po 6 mies. stoso-
wania terapii wartoœci zarówno pól pod krzywymi CL,
jak i wartoœci maksymalne krzywych CL uleg³y staty-
stycznie istotnemu zmniejszeniu, w porównaniu do od-
powiadaj¹cych im wartoœci po 3 mies. tej terapii 
(p <0,0005). Takie zmiany dotyczy³y parametrów CL
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spontanicznej (BS) oraz stymulowanej fMLP, PMA
i zymosanem (Z). 

DDyysskkuussjjaa

W pracy wykazano, ¿e antyoksydacyjne efekty
HTZ zale¿¹ od czasu jej stosowania. Im d³u¿szy by³
czas stosowania terapii, tym zahamowanie generacji
reaktywnych form tlenu by³o wiêksze. 

Tranquilli, Mazzanti i Cugini [13] oceniali wp³yw
hormonalnej terapii zastêpczej na generacjê wolnych
rodników w b³onach p³ytek krwi kobiet w okresie oko³o-
i pomenopauzalnym. U 12 kobiet przez 25 dni zastoso-
wali HTZ, której komponent¹ estrogenow¹ by³ estradiol
stosowany przezskórnie w dawce 50 µg/dzieñ. Peroksy-
dacjê lipidów oznaczali w próbkach krwi pobranych
w 0., 12. i 25. dniu terapii za pomoc¹ spektrofotome-
trycznej oceny generacji sprzê¿onych dienów. Stwierdzi-
li zmniejszenie peroksydacji lipidów po w³¹czeniu HTZ
tym wiêksze, im d³u¿szy by³ czas stosowania terapii. 

Wnioski te potwierdzaj¹ badania przeprowadzone
przez Sack, Rader i Cannon III [14], którzy oznaczali pe-

roksydacjê LDL wywo³an¹ jonami miedzi w próbkach
krwi 18 kobiet otrzymuj¹cych HTZ w postaci iniekcji,
a nastêpnie w formie przezskórnej. Próbki krwi pobiera-
ne by³y w chwili 0, po iniekcji, po 3 tyg. terapii prze-
zskórnej oraz po miesi¹cu terapii. Miar¹ peroksydacji by³
równie¿ czas generacji sprzê¿onych dienów, oznacza-
nych spektrofotometrycznie. Zmniejszenie peroksydacji
by³o równie¿ zale¿ne od czasu stosowania terapii. 

W innym modelu in vivo u 11 kobiet pomenopau-
zalnych podawano HTZ, w której komponent¹ estroge-
now¹ by³ walerianian estradiolu podawany przez 21
dni. Próbki krwi pobierano celem badania oksydacji
LDL. Stwierdzono wyd³u¿enie czasu oksydacji LDL,
zale¿ne od czasu stosowania preparatu, w porównaniu
z grupami kontrolnymi, œwiadcz¹ce o hamuj¹cym
wp³ywie estrogenów na oksydacjê LDL [15]. 

Mimo potwierdzenia antyoksydacyjnego dzia³ania
estrogenów, w literaturze naukowej brakuje prac bada-
j¹cych to zjawisko przy u¿yciu metod bezpoœrednio
okreœlaj¹cych stopieñ generacji RFT. W wiêkszoœci sto-
sowane s¹ metody badaj¹ce skutki dzia³ania wolnych
rodników, jak np. oceniaj¹ce peroksydacjê lipidów przy

Tab. I. Wp³yw czasu stosowania HTZ na wartoœci parametrów chemiluminescencji

Parametry Parametry Okres stosowania HTZ Rezultaty
chemiluminescencji statystyczne analizy
(pola pod krzyw¹) 0 3 mies. 6 mies. wariancji*

p

BS (mVxmin)  œrednia ±SD 1 778,1±9 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) œrednia ±SD 4 577,6±2 033,2 2 752,7±1 152,5 1 984,9±707,4
(n = 46) min.÷max 1 789,5÷10 874,4 1 122,9÷5 321,1 728,5÷3 877,5 <0,0005

PMA (mVxmin) œrednia ±SD 4 408,9±2 958,1 1 922,2±1 315,5 1 225,9±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) œrednia ±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 2 491,7÷2 3756,0 1 844,0÷1 8927,8 <0,0005

parametry chemiluminescencji 
(wartoœci maksymalne)

BS (mV) œrednia ±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) œrednia ±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) œrednia ±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) œrednia ±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 

fMLP – stymulacja formylo-metionylo-leucylofenyloalanin¹

PMA – stymulacja octanem mirystynianu forbolu

Z – stymulacja zymosanem

*jednoczynnikowa analiza wariancji dla zmiennych zale¿nych
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pomocy dialdehydu malonowego (MDA) oraz metody
oceniaj¹ce stan uk³adów antyoksydacyjnych w postaci,
np. aktywnoœci odpowiednich enzymów. Wiêkszoœæ
prac stanowi¹ badania in vitro, które nie zosta³y tutaj

przytoczone. W badaniach in vivo zwraca uwagê ma³a
liczba prac klinicznych. W pracach tych badane grupy
nie s¹ zbyt liczne, a oznaczenia przeprowadzone s¹ naj-
czêœciej tylko przed terapi¹ i po jej zakoñczeniu. 
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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 µl 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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