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EFFECT OF ESTROGENS ON THE BINDING CARACITY OF SPECIFIC PROTEINS 
OF ANIMAL SERA 

By 

A. PAPANASTASIOU. J. MANTZOS, G. PITSINIDIS E. PAPADOPQULOS, L. EFSTA-
THIOU 

S U M M A R Y 

The effect of estrogens (diethylstibestrol and estradiol benzoate) on the binding capacity of 
specific proteins of animal sera which bind the thyroid hormones and the folic acid was studied, 
lor this study two sheepi two goats and two pigs used. 

It was found that diethlstilbestrol reduces the binding capacity of the specific proteins which 
bind thyroid hormones, of the sheep and goat serum and estradiol benzoate increases it. Increase 
was also found after the administration of both hormones to the pigs. 

Reduction of the binding capacity of serum specific proteins of the folic acid, was found after 
estrogen administration to the two pigs and the one goat. In the case of the other animals the 
changes in the binding capacity of folic acid were too small to be evaluated. 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Ή ανάπτυξη ραδιομεθόδων, κατά τήν τελευταία δεκαπενταετία, επέτρεψε τον προσδιορισμό 
(ορισμένων ουσιών, κυρίως ορμονών και βιταμινών στο αίμα του άνθρωπου, σέ ποσότητες της 
τάξεως 10 ι 2 του γραμμαρίου. Έτσι έδωσε τήν δυνατότητα προσδιορισμού ουσιών οί όποιες 
ήταν αδύνατο νά προσδιοριστούν μέ τις υπάρχουσες μέχρι σήμερα μεθόδους. 

Αυτό είχε σάν αποτέλεσμα θεαματικές προόδους σέ διάφορους κλάδους της ιατρικής καί 
κυρίως στην ενδοκρινολογία. 

Προϋπόθεση γιά τήν ανάπτυξη μιας ραδιομεθόδου είναι ως γνωστό ή ύπαρξη μιας πρωτεΐ­
νης πού δεσμεύει έκλεκτικώς τήν ουσία πού θέλουμε νά προσδιορίσουμε. Τήν πρωτεΐνη αυτή 
είτε τήν παράγουμε σχηματίζοντας αντισώματα έναντι αυτής, είτε τήν βρίσκουμε στην φύση 
καί κυρίως στον ορρό του ανθρώπου. 

* 'Ερευνητικό Bi0)f>iU)KO 'Εργαστήριο Θεραπευτικής Κλινικής Πανεπιστημίου 'Αθηνών 
Μαιευτήριο «Αλεξάνδρα». 
** Κτην. "Ινστ. Φυσιοπ. "Avuff#Kai Διατρ. Ζώων 'Αγία Παρασκευή-Άττικής. 
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Τελευταία έχουν γίνει επιτυχείς προσπάθειες για την ανεύρεση τέτοιων πρωτεϊνών στον όρ 
ρό των ζώων (Mantzos et al, 1974), μέ αποτέλεσμα την ανάπτυξη νέων ραδιομεθόδων (Man 
tzos, 1975). 

"Ετσι παίρνοντας σαν δεδομένα: 
1) Ό τ ι κατά την εγκυμοσύνη ή κατά τήν χορήγηση οιστρογόνων έχουμε συνήθως αύξηση 

τών ειδικών πρωτεϊνών (Dowling et al, 1960 Markkanen 1973), 2) Ό τ ι στα ζώα μπορούμε νά 
κάνουμε ώρισμένους χειρισμούς (π.χ. χορήγηση φαρμάκων ή καταστροφή αδένων, οί όποιοι εν 
ναι δύσκολο νά γίνουν στον άνθρωπο καί 3) Ό τ ι υπάρχει ή πιθανότης ανευρέσεως ειδικών 
πρωτεϊνών μέ καλλίτερες ιδιότητες για τήν ανάπτυξη ραδιομεθόδων, άνελήφθη ή παρούσα ερευ 
να ή οποία διαπραγματεύεται τήν επίδραση τών οιστρογόνων στο επίπεδο τών ειδικών πρωτεϊ 
νών, πού δεσμεύουν τήν θυροξίνη καί τό φυλλικό όξύ, στον ορρό του προβάτου, τής αίγός καί 
του χοίρου. 

ΜΕΘΟΔΟΣ ΚΑΙ ΥΛΙΚΟ 

Για τήν ανωτέρω έρευνα χρησιμοποιήθηκαν 2 πρόβατα (6 μηνών), 2 αίγες 
(6 μηνών) καί 2 χοίροι (4 μηνών). Ό λ α τά ζώα ήταν θηλυκά. 

'Αρχικά ελήφθη αίμα άπό κάθε ζώο. Μετά χορηγήθηκε διαιθυλστιλβεστρό-
λη σέ ποσότητα 0,3 mgr. άνά χιλιόγραμμο ζώντος βάρους ημερησίως έπί οκ­
τώ ημέρες καί ελήφθη έκ νέου αίμα. Μετά πάροδο άλλων επτά ήμερων έπανε-
λήφθη ή αιμοληψία. 

Μετά άπό πάροδο 30 ήμερων έχορηγήθη βενζοϊκή οίστραδιόληση σέ πο­
σότητα 0,4 Mgr/Kg ζ. β. ημερησίως, έπί 7ήμερο + 6 ήμερες καί ελήφθη αίμα 
αντιστοίχως. Ή χορήγηση συνεχίστηκε γιά 6 ήμερες ακόμη μέ ποσότητα ό­
μως 1 Mg/Kg καί ελήφθη πάλι αίμα. 

Κάθε φορά τό αίμα έφυγοκεντρείτο γιά τή λήψη του αντιστοίχου όρρου 
καί έφυλάσσετο στην κατάψυξη (- 20°C) γιά τήν περαιτέρω επεξεργασία. 

Στους ανωτέρω ορρούς έγιναν οί ακόλουθοι προσδιορισμοί: 1) Προσδιορι­
σμός ολικής θυροξίνης 2) Δοκιμασία προσλήψεως τριϊωδοθυρονίνης in vitro 
(Τ3- Uptake Test) καί 3) Προσδιορισμός δεσμευτικής ικανότητος τών είδικών 
πρωτεϊνών τοΰ φυλλικοΰ οξέος του όρρου. 

Ό προσδιορισμός τής ολικής θυροξίνης έγινε μέ τήν τεχνική του ανταγω­
νισμού τής συνδετικής Ικανότητος τών πρωτεϊνών. Χρησιμοποιήθηκαν τά 
προετοιμασμένα αντιδραστήρια (KIT) μέ τήν ονομασία Thyopac - 4 (Amer-
shamo). 

Ό προσδιορισμός έχει ώς έξης: 
Σέ σωληνάρια πού περιέχουν I ml αλκοόλης προσθέτουμε 0,5 ml ορρό. 

Μετά άπό ζωηρή ανακίνηση φυγοκεντρούμε, παίρνουμε άπό τό υπερκείμενο 
0,5 ml καί τό βάζουμε σέ φιαλίδια πού περιέχουν ρυθμιστικό διάλυμα, ραδιε­
νεργό θυροξίνη, είδική πρωτεΐνη πού δεσμεύει τή θυροξίνη καί προσροφητικό 
υλικό (Sephadex). 'Αναμιγνύουμε καλά τό περιεχόμενο γιά μισή ώρα. Τό αφή­
νουμε 2 λεπτά γιά νά κατακαθήσουν τά κοκκίδια τοΰ προσροφητικοΰ, παίρ­
νουμε άπό τό υπερκείμενο I ml τό βάζουμε σέ σωληνάριο καί τό μετρούμε σέ 
μετρητή γ-ραδιενέργειας. Παράλληλα μέ τά άγνωστα δείγματα γίνονται καί 
δύο πρότυπα δείγματα βάσει τών οποίων κατασκευάζουμε καμπύλη αναφοράς. 
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Ή δοκιμασία προσλήψεως τριϊωδοθορονίνης (T3-Uptake test) έγινε μέ 
προετοιμασμένα αντιδραστήρια (KIT) πού ονομάζονται Thyopac - 3 (Amer-
sham). Μ' αυτήν τήν τεχνικήν λαμβάνουμε ένα μέτρο της δευσμετικής ικανό­
τητος του ορρού ώς προς τίς θυρεοειδικές ορμόνες, ή όποια κυρίως οφείλεται 
στην είδική σφαιρίνη πού δεσμεύει τή θυροξίνη (Thyroxine Binding Globulin 
Τ Β G.). 

Ή δοκιμασία βασίζεται στην προσθήκη ποσότητας ραδιενεργού τριϊωδο-
θυρονίνης σέ ώρισμένη ποσότητα ορρού άραιωθέντος σέ ρυθμιστικό διάλυμα. 
Ή ικανότης τοΰ ορρού προς δέσμευση της ραδιενεργού τριϊωδοθυρονίνης αν­
τανακλά τήν ακόρεστο δεσμευτική ικανότητα τοΰ ορρού ώς προς τις θυρεοει-
δικές ορμόνες. 

Ό προσδιορισμός έχει ώς έξης: 
Προσθέτουμε Ο,Ι ml ορρού ή προτύπου ορρού σέ κατάλληλα φιαλίδια. 

Κάθε φιαλίδιο περιέχει προσροφητικό υλικό (Sephadex), ρυθμιστικό διάλυμα 
και ραδιενεργό τριϊωδοθυρονίνη. Τα φιαλίδια μέ τόν ορρό ή τό πρότυπο ανα­
δεύονται καλά γιά 10 λεπτά. Έν συνεχεία αφήνονται 2 λεπτά νά κατακαθή-
σουν τά κοκκίδια τοΰ προσροφητικοΰ. Παίρνουμε 1 ml άπ' τό υπερκείμενο, τό 
βάζουμε σέ κατάλληλο σωληνάριο και τό μετρούμε σέ μετρητή ραδιενέργειας 
(Packard). 

Τά αποτελέσματα υπολογίζονται άπό τόν τύπο: 

κρούσεις τού αγνώστου 
Τ3 Uptake test - άγνωστου = xT3 

κρούσεις τού προτύπου 

Uptake τοΰ προτύπου ορρού. 

Γιά τόν άνθρωπο οί φυσιολογικές τιμές είναι 92-117%. 
Ό προσδιορισμός της δεσμευτικής ικανότητος τοΰ φυλλικοΰ οξέος (FA) 

έγινε ώς εξής (Mantzos et al 1974): 
1,5 ml ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών, 0,2Μ pH 7,4, 1ηθ? HFA 25λ 

ή 250λ ορρός ζώου και νερό μέχρι τελικού όγκου 2 ml προστίθενται σέ σωλη­
νάρια και αναμιγνύονται καλά. Τό μίγμα επωάζεται σέ θερμοκρασία δωματίου 
μία ώρα. 

Προσθέτουμε μετά 1ml αίωρήματος άνθρακος (0,25%) καί δεξτρανίου 
(0,025%), ανακινούμε καλά γιά 5 λεπτά καί φυγοκεντροΰμε. Παίρνουμε 2,5 ml 
άπό τό υπερκείμενο τό προσθέτουμε σέ 6ml υγρού σπινθηριστοΰ (Insta-'cel) 
καί τό μετρούμε σέ μετρητή β' ραδιενέργειας (τύπου Packard). 

Παράλληλα γίνεται καί ένα τυφλό, χωρίς ορρό ζώου, γιά τή μέτρηση τής 
μή προσροφουμένης ραδιενέργειας, ή οποία αφαιρείται άπό τή ραδιενέργεια 
τοΰ δείγματος ώς καί ένα πρότυπο γιά τόν υπολογισμό. 

νΐΙΟΊΈΛΕΣΜΑΤΑ 

1. Επίδραση της διαιθυλστιλβρ.στρόλης καί τής βενζοϊκής οίστραδιόλης έ 
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πί της δοκιμασίας προσλήψεως τριϊωδοθυρονίνης in vitro. Τ' αποτελέσματα 
εκτίθενται στο διάγραμμα 1 στο όποιο παρατηρούμε δτι, υπό τήν επίδραση 
της διαιθυλστιλβεστρόλης, στα μεν πρόβατα και τις αίγες, ή ακόρεστη δεσμευ­
τική ικανότης του όρροΰ έλαττοΰται, ένώ στους χοίρους αυξάνεται. 'Υπό τήν 
επίδραση της βενζοϊκής οίστραδιόλης παρατηρούμε αρχικά μιά ελάττωση της 
δεσμευτικής ικανότητας καί έν συνεχεία αύξηση, έτσι ώστε ή τελική δεσμευτι 
κή ικανότης για όλα τα ζώα νά είναι μεγαλύτερη τής αρχικής (αυτής πού εί­
χαν τά ζώα πρίν από οιανδήποτε χορήγηση). 
\ιάγραμα 1 

: Επίδραση τών οίστρογόνων έπί τής ολικής θυροξίνης: 
Τά αποτελέσματα εκτίθενται στον πίνακα 1. 
Για τά πρόβατα παρατηρούμε μιά αύξηση κατά τή χορήγηση καί τών δύο 

οίστρογόνων, ένώ για τά υπόλοιπα ζώα υπάρχουν διάφορες διακυμάνσεις οί 
όποιες δέν μπορούν νά αξιολογηθούν μέ τον περιορισμένο αριθμό ζώων πού 
χρησιμοποιήθηκαν. 

3. Επίδραση τών οίστρογόνων έπί τής δεσμευτικής ικανότητας τών ειδι­
κών πρωτεϊνών τοΰ φυλλικοΰ οξέος. 

Τά αποτελέσματα εκτίθενται στο διάγραμμα 2. 

'Απ" τό διάγραμμα προκύπτει δτι γιά τους χοίρους, οί όποιοι ως γνωστό έ­
χουν μεγάλη δεσμευτική ικανότητα προς τό φυλλικό οξύ (Mantzos et al 
1974) καί επίσης γιά μιά αίγα, ή οποία είχε ηύξημένη δεσμευτική ικανότητα 
προς τό φυλλικό οξύ, κατά τή χορήγηση τής διαιθυλστιλβεστρόλης, ή δε­
σμευτική ικανότητα έλαττοΰται. 

Ή ελάττωση αυτή συνεχίζεται έτσι ώστε κατά τήν έναρξη χορηγήσεως 
τής οίστραδιόλης τό επίπεδο της έχει πέσει κάτω από τό μισό καί παραμένει 
χαμηλό καθ' δλη τή διάρκεια τής χορηγήσεως τής οίστραδιόλης. Γιά τά υπό­
λοιπα ζώα, τά όποια έχουν πολύ χαμηλή δεσμευτική ικανότητα γιά τό φυλλι­
κό οξύ, δέν παρατηρούνται διαφορές πού νά μπορούν νά αξιολογηθούν. 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Όπως προανεφέρθη, ή παραπάνω εργασία άνελήφθη γιά τήν ανεύρεση τής 
επιδράσεως τών οίστρογόνων έπί τής δεσμευτικής Ικανότητος διαφόρων ειδι­
κών πρωτεϊνών τοΰ όρροΰ. 

"Αν καί ό αριθμός τών ζώων τά όποια χρησιμοποιήθηκαν είναι μικρός, γί­
νεται φανερό άπ' τά αποτελέσματα, δτι γιά τά μηρυκαστικά πρόβατα καί αίγες 
τά δύο οιστρογόνα δέν είχαν τήν αυτή επίδραση έπί τής δεσμευτικής Ικανότη­
τος τών πρωτεϊνών τοΰ όρροΰ ώς προς τις θυρεοειδικές ορμόνες. 'Αντίθετα 
στους χοίρους δπως καί τους ανθρώπους (Dowling et al, 1960) παρατηρείται 
αύξηση καί στις δύο περιπτώσεις. Έτσι μπορούμε νά πούμε, δτι μόνο τά φυ­
σικά οιστρογόνα έχουν τήν αυτή δράση σέ δλα τά μελετηθέντα ζώα, δπως καί 
στον άνθρωπο, έπί τής δεσμευτικής ικανότητος τοΰ όρροΰ των, ώς προς τίς 
θυρεοειδικές ορμόνες. 
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Διάγραμμα 1. Επίδραση των οιστρογόνων έπί της δικιμασίας προσλήψεως ραδιενεργού τριϊω-
δοθυρονινης α= χοίροι, b= πρόβατα & αΓγες. (Στίς πρώτες 15 ήμερες χορηγήθη 
κε οιαιθυλστιλβεστρόλη ένώ από τήν 46η μέχρι τήν 66 ήμερα χορηγήθηκε βεν 
ζοϊκη οίστροδιόλη). 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 1 

Έπίδρασις των οιστρογόνων έπί της ολικής θυροξίνης, 

ολική θυροξίνη μg/100ml 

Δείγμα 

Α 
Β 
Γ 
Δ 
Ε 
Ζ 
Η 

1 

3,7 
2,9 
3,3 
3,4 
3,4 

2,8 

ΑΪγες 
2 

8,9 
7,9 
6,3 
6,0 
5,1 
4,2 
5,5 

Πρόβατα 
1 2 

5,9 8,1 
8,4 8,2 
8,1 8,8 
7,3 8,6 
7,8 8,6 
7,7 8,7 
7,0 9,3 

1 

4,7 
3,5 
2,0 
1,5 
2,5 

0,5 

Χοίροι 
2 

0,8 
2,7 
1,2 
2,5 
2,0 

2,0 

Α. Πριν άπό οιανδήποτε χορήγηση. 
Β. δήμέρες μετά τήν χορήγηση διαιθυλστιλβεστρόλης. 
Γ. 15ήμέρες μετά τήν χοορήγηση διαιθυλστιλβεστρόλης. 
Δ. Ένας μήνας μετά τήν διακοπή της διαιθυλστιλβεστρόλης. 
Ε. 7 ήμερες μετά τήν χορήγηση βενζοϊκής οίστραδιόλης (0,4 mr/Kg ζώντος 

βάρους). 
Ζ. 12 ήμερες μετά τήν χορήγηση βενζοϊκης οίστραδιόλης (0,4 mr/Kg ζώντος 

βάρους 
Η. 6ήμέρες μετά τήν χορήγηση βενζοϊκής ούστραδιόλης σέ ποσότητα 

Imgr/Kgr ζώντος βάρους. 

ΕΪναι αξιοσημείωτο ότι, στά ζώα τών οποίων ό ορρός παρουσιάζει υψηλή 
δεσμευτική ικανότητα ώς προς τό φυλλικό οξύ, τα οίστρογόνα προκαλούν μιά 
σημαντική πτώση τής δεσμευτικής ικανότητος του. Αυτό ενδεχομένως ύποδη-
λεΐ δτι τέτοια πτώση πιθανώς υπάρχει καί κατά τήν εγκυμοσύνη τών ζώων 
και ΐδίως κατά τό τελευταίο τέταρτο τής εγκυμοσύνης κατά τό όποιο παρου­
σιάζεται σημαντική αύξηση τής παραγωγής οίστρογόνων. 

Αυτό πιθανώς νά έχει σχέση μέ τις πολύ αυξημένες ανάγκες τοΰ εμβρύου 
σέ φυλλικό οξύ, δεδομένου δτι τό φυλλικό οξύ είναι απαραίτητο για τή σύν­
θεση τοΰ DNA καί συνεπώς νέων κυττάρων. Έτσι μιά μείωση τών δεσμευτι­
κών πρωτεϊνών του ορρού μπορεί νά διεκολύνει τή διέλευση ελεύθερου φυλ-
λικου οξέος μέσα στον πλακούντα. 
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Διάγραμμα2. Επίδραση των οιστρογόνων έπί της δεσμευτικής ικανότητος των ειδικών πρωτει 
"νών πού δεσμεύουν τό φυλλικό οξύ. (Στις πρώτες 15 ήμερες χορηγήθηκε διαιθυλ 
στιλβεστρόλη, ένώ από τήν 46η μέχρι τήν 66η ήμερα χορηγήθηκε βενζοϊκή οι 
στραδιόλη). 

Άπο τα αποτελέσματα καθίσταται φανερό δτι μόνο ή οίστραδιόλη καί μό­
νο για τήν περίπτωση των πρωτεϊνών του ορροΰ πού δεσμεύουν τις θυρεοειδι-
κές ορμόνες, μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τή λήψη ορρού ζώων εμπλουτι­
σμένων σέ τέτοιες δεσμευτικές πρωτεΐνες πού ενδεχομένως να χρησιμοποιη­
θούν για ραδιομεθόδους. 

Τά πειράματα συνεχίζονται καί μέ τήν πρόκληση υποθυρεοειδισμού καί 
χορήγηση οίστραδιόλης, για τή λήψη ορρού εμπλουτισμένου σέ είδικές δε­
σμευτικές θυρεοειδικές πρωτεΐνες, άπηλλαγμένες Ομως άπό ενδογενείς θυ-
ρεοειδικές ορμόνες. 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε ή επίδραση της χορηγήσεως τών οι­
στρογόνων διαιθυλστιλβεστρόλης καί βενζοϊκής οίστραδιόλης έπί της δεσμευ­
τικής ικανότητας τών είδικών πρωτεϊνών του ορρού ζώων οί όποιες δε­
σμεύουν τις θυρεοειδικές ορμόνες καί τό φυλλικό οξύ. Για τή μελέτη αυτή 
χρησιμοποιήθηκαν 2 πρόβατα, 2 αίγες καί 2 χοίροι. 

Ευρέθη δτι ή διαιθυλστιλβεστρόλη ελαττώνει τή δεσμευτική ικανότητα 
τών είδικών πρωτεϊνών τοΰ ορρού τών προβάτων καί αίγών ώς προς τίς θυ-
ροειδικές ορμόνες, ένώ ή βενζοϊκή οίστραδιόλη τήν αυξάνει. Αύξηση επίσης 
παρατηρείται κατά τήν χορήγηση καί τών δύο οιστρογόνων στους χοίρους. 

Πτώση της δεσμευτικής ικανότητος ώς προς τό φυλλικό οξύ παρατηρήθη­
κε κατά τή χορήγηση τών οιστρογόνων στους δύο χοίρους καί τήν μία α?γα. 

Στα άλλα ζώα οί μεταβολές ήταν τόσο μικρές πού δέν μπορούν να αξιο­
λογηθούν. 



— 104— 

ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

1. Dowling, J. T., Freinkel, Ν., Ingbar, S.H. (1960): The effect of estrogens 
upon the peripheral metabolism of Thyroxine. 
J. Clin. Invest. Vol. 3, 119. 

2. Mantzos, J. D., Alevizou-Terzaki, V. Gyftaki, E. (1974): Folate binding in 
Animal plasma. Acta Hematologica. Vol. 51, 204-210. 

3. Mantzos, J.D. (1975): Radioassay of serum folate with use of pig plasma 
folate binders. Acta Hematologica, Vol 54,289-296. 

4. Markkanen, T., Himanen, P. Pajuba, R.L., Ruponens., Castren, 0. (1973). 
Binding of folic acid to serum proteins, folic acid to serum proteins. 1. The 
effect of pregnancy. Acta Hematologica, vol. 50,85. 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

http://www.tcpdf.org

