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1 JOHDANTO

Nauta on polyestrinen lisadntyja, eli kiimakierrot jatkuvat ympari vuoden, ellei eldin
tiinehdy. Kiimakierron pituus on lehmilld 21+3 vrk ja hiehoilla 20+3 vrk. Noin 80 pro-
senttia kierrosta on luteaalivaihetta, jolloin hormonaalista ymparistod hallitsee kelta-
rauhasen erittdméa progesteroni (P4). Noin 20 prosenttia kierrosta on follikulaarivaihetta,
jolloin vallitseva hormoni on follikkelien erittdmé estradioli (E;). Luteaalivaihe paattyy
luteolyysiin, keltarauhasen rakenteelliseen ja toiminnalliseen surkastumiseen, jonka ai-
heuttaa kohdun endometriumin erittdma prostaglandiini F,, (PGF,,). Endometriumiin
syntetisoituu luteaalivaiheen loppupuolella oksitosiinihormonireseptoreita, joihin sitou-
tuva oksitosiini aiheuttaa PGF,,:n erittymisen ja luteolyysin. Luteolyysin ajoitus ratkai-

see kiimakierron pituuden (Senger 2003).

Oksitosiinireseptorien ekspression sdately vaikuttaa oleellisesti luteolyysin k&ynnisty-
miseen. Kohdun vaste oksitosiinille riippuu oksitosiinireseptorien maarésta, ei niinkaan
plasman oksitosiinipitoisuudesta. Kohtuun sitoutuneen oksitosiinin méaara on pienim-
mill&dan luteaalivaiheen puolivélissa, jolloin taas plasman oksitosiinipitoisuus on suu-
rimmillaan. Kiimakierron aikaiset progesteroni- ja estradiolipitoisuuden vaihtelut vai-
kuttavat oksitosiinireseptorien ilmentymiseen. Progesteroni inhiboi oksitosiinireseptori-
en ekspressiota, mutta riittdvan pitka yhtajaksoinen altistus kumoaa vaikutuksen. Estra-

dioli puolestaan lisaa oksitosiinireseptorien ekspressiota (Robinson ym. 2001).

Koska seka oksitosiinin, progesteronin ettéd estradiolin vaikutus valittyy kohdekudokses-
sa olevien spesifisten reseptorien kautta, luteolyysin sdatelymekanismien ymmartami-
nen vaatii perehtymistd reseptoridynamiikkaan. Oksitosiini-, progesteroni- ja estro-
geenireseptorien maarét vaihtelevat naudan endometriumissa kiimakierron ja tiineyden
vaiheen mukaan ja eri solutyyppien vélill4 (Robinson ym. 2001). Progesteroni véahentaa
ja estradioli lisdéd endometriumin steroidireseptorien ekspressiota. Seka progesteroni-
ettd estrogeenireseptoreiden mééra on siis suurimmillaan kiiman aikoihin ja véhenee
luteaalivaiheessa (Boos ym. 1996). Estradioli on progesteronia tarkedmpi saatelytekija
(Kimmins ja MacLaren 2001). Kuitenkin endometriumin oksitosiinireseptorien lisdan-
tyminen luteaalivaiheen loppupuolella tapahtuu jo ennen progesteroni- ja estro-
geenireseptorien maaran lisd&ntymista (Robinson ym. 2001). Oksitosiinireseptorien saa-

tely ei siis ole kaikilta osin selvillg, ja lisatutkimuksia tarvitaan.
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Naudalla esiintyy poikkeuksellisen lyhyit4, 7-12 vuorokauden mittaisia, kiimakiertoja
ensimmaisen poikimista seuraavan ovulaation jalkeen ja puberteetin aikana (Garverick
ja Smith 1986). Vastaavia, niin sanottuja indusoituja lyhyitd kiimakiertoja, on todettu
esiintyvan myos normaalisti sykloivilla eldaimill& tiettyjen hormonihoitojen yhteydessa.
Kun lypsylenmille annettiin kahdeksan péivaa luonnollisen kiiman jdlkeen pistos
PGF,q:aa ja 24 tunnin kuluttua gonadotropiinien vapauttajahormonia (GnRH), kolmas-
osalla lehmisté ilmeni lyhyt kiimakierto (Taponen ym. 2002). Lyhyt kiimakierto on seu-
rausta PGF,,:n ennenaikaisesta vapautumisesta kohdun endometriumista (Garverick
ym. 1992). Lyhyen kiimakierron aikana endometriumissa on enemman oksitosiini- ja
vahemman progesteronireseptoreita kuin normaalipituisen kiimakierron aikana (Zollers
ym. 1993).

Kokeellisen tyon tarkoituksena on tutkia biopsioiden avulla endometriumin oksitosiini-
ja steroidihormonireseptorien maaria 24 tunnin vélein annettavien PG- ja GnRH-
hoitojen jalkeen ja selvittdad ndiden reseptoreiden roolia ennenaikaiseen luteolyysiin liit-
tyvissd tapahtumissa. Mann ja Lamming (1994) ovat esitelleet transkervikaalisen néyt-
teenottomenetelman naudan endometrium-nadytteiden kerdadmiseen elavilta elaimilta.
Néaytteenotto ei hairitse kiimakierron pituutta, eli ndytteenotto sindnsd ei aiheuta

PGF,q:n erittymistd. Reseptorien konsentraatiot ovat samankaltaisia kohdun eri osissa.

2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Kohdun ja munasarjojen anatomiaa

Lehmén kohdussa (uterus) on kohdunkaula, lyhyt runko-osa ja kaksi kohdunsarvea.
Noin 35-45 cm pitkat sarvet ké&pertyvét itsensa alle ja kaventuvat kérked kohti ennen
yhtymistddn munanjohtimeen (tuba uterina). Kohtu roikkuu kaudaalisen vatsaontelon
kattoon ja lantio-ontelon seindmiin Kiinnittyvien kohdun leveiden kannatinsiteiden (li-

gamentum latum uteri) varassa (Dyce ym. 2002).

Munasarjat (ovarium, ovaria) sijaitsevat kohdunsarvien képertymisesta johtuen tyypilli-
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sesti kohdun bifurkaation tasolla. Munasarjat ovat muodoltaan ovaalimaiset ja lateraali-
suunnassa litistyneet. Niiden koko vaihtelee yksiloittdin seka ian etta fysiologisen tilan
mukaan, mutta on keskimé&arin 4 x 2 x 1,5 cm. Follikkelit ja keltarauhaset muuttavat
munasarjojen muotoa ja kokoa ja ovat tunnettavissa rektaalipalpaatiolla. Munasarjaa
kannattelee dorsaalisuunnassa munasarjan lieve (mesovarium), joka on osa kohdun le-
vedd kannatinsidettd. Lyhyt munasarjan kannatinside (ligamentum ovarii proprium)
kiinnittd4d munasarjan kohdunsarven kérkeen. Munasarjan ymparilla on munasarjan sak-
ki (bursa ovarica), joka muodostuu kohdun leveésta kannatinsiteestd ja jaa mediaali-

puolelta avoimeksi (Dyce ym. 2002).

Munasarjoja peittdd tunica albuginea. Munasarjan kuorikerros, cortex, on munasarjan
toiminnallisesti aktiivinen osa. Ydin, medulla, pitéa sisallaédn veri- ja imusuonet seka
hermot (Dyce ym. 2002).

Histologisesti kohtu koostuu kolmesta kerroksesta. Sisimp&nd on kohdun limakalvo
(endometrium). Sen alapuolella on lihaskerros (myometrium), josta erotetaan sisempi
rengasmainen lihaskerros ja ulompi pitkittadinen lihaskerros. Uloimpana on herakalvo

(perimetrium), joka on osa vatsakalvoa (Senger 2002).

Endometrium muodostaa sek& pitkittéisia ettd poikittaisia poimuja. Tiineelld elédimell
endometrium muodostaa liséksi noin 70-120 py6redd tai ovaalinmuotoista, kohollaan
olevaa kohtukapysta (carunculae). Ne muodostavat sikionpuoleisen sikitkalvoista eri-
laistuneen osan (cotyledon) kanssa toiminnallisen istukan. Sukukypsalla naudalla, joka
ei ole tiine, karunkkelialueet erottuvat ymparoivastad endometriumista hieman kohollaan
olevina alueina. Karunkkelialueilla on erittdin runsas verisuonitus, mutta ei lainkaan
rauhasia. Sen sijaan muualla endometriumissa on runsaasti rauhasia, joiden morfologia

ja eritystoiminta ovat hormoneista riippuvaisia (Dyce ym. 2002).

Endometrium voidaan jaotella histologisesti pinta- ja rauhasepiteeliin sek& stroomaan.
Strooma koostuu epiteelin alla olevasta 16yhasté sidekudoksesta ja myometriumia vas-
ten olevasta tiiviistd sidekudoksesta. Endometriumin rauhaset tunkeutuvat syvélle
stroomaan, ldhes myometriumin rajalle. Stroomassa on sidekudossolujen lisdksi run-
saasti immuunijarjestelmén soluja, kuten makrofageja, lymfosyyttejad ja syottosoluja
(Dellmann ja Carithers 1996).



2.2 Lehman lisdantymisfysiologiaa

Naaraan lisdantymistoimintoja saatelevat pé&éasiassa hormonit, joita erittyy hypotala-
muksesta, aivolisakkeen etulohkosta, munasarjoista ja kohdun endometriumista. Hypo-
talamuksen hermosolut erittdvat kymmenestd aminohaposta koostuvaa neuropeptidia,
gonadotropiinien vapauttajahormonia (GnRH). Aivolisdkkeen etulohkosta vapautuu
GnRH:n vaikutuksesta follikkelia stimuloivaa hormonia (FSH) ja luteinisoivaa hormo-
nia (LH). Munasarjan toiminnalliset rakenteet erittavat estradiolia, progesteronia, inhi-
biinid, aktiviinia, oksitosiinia, relaksiinia ja hieman testosteronia. Hypotalamus—
aivolisake—munasarja-akselilla toimii monimutkainen palautejarjestelmd, jonka avulla

hormonipitoisuuksia séadellaan (Senger 2002).

Nauta saavuttaa sukukypsyyden keskimaérin 11 kuukauden i&ss4, tosin ympéristo- ja
perintOtekijat aiheuttavat suurta yksilollista vaihtelua. Puberteetti-idn myota alkavien
kiimakiertojen tarkoituksena on tarjota naaraalle toistuva mahdollisuus tiinehtymiseen.
Lehmalla kiimakierrot jatkuvat ympari vuoden, ja niiden pituus on 21+3 vrk, hiehoilla
20+3 vrk. Kierrossa erotetaan nelja vaihetta: esikiima (proestrus), varsinainen kiima
(estrus), jalkikiima (metestrus) ja kiimojen valinen aika (diestrus). Varsinainen kiima
kestéé keskimaarin 15 tuntia (vaihteluvali 6-24 tuntia). Muiden kiimakierron vaiheiden
kestossa on huomattavaa vaihtelua, osittain johtuen maaritelmien epatasmallisyydestéa.
Munasarjatoiminnan perusteella kiimakierto voidaan jakaa myds lyhyeen follikulaari-
vaiheeseen ja pitkadn luteaalivaiheeseen. Follikulaarivaiheen osuus kiimakierron kes-

tosta on noin 20 prosenttia ja luteaalivaineen vastaavasti 80 prosenttia (Senger 2002).

Follikulaarivaihe alkaa keltarauhasen surkastumisesta ja padttyy ovulaatioon. Siihen
siséltyvét siis esikiima, varsinainen kiima ja jalkikiiman alkuosa. Luteolyysin myota
progesteronin negatiivinen palautevaikutus hypotalamukseen lakkaa, joten GnRH:n ja
siten my6s LH:n eritys lisaantyy. Follikkelikasvu kiihtyy ja estradiolipitoisuus suurenee.
Tama taas johtaa nakyviin kiiman oireisiin ja seksuaaliseen halukkuuteen. Follikulaari-
vaiheen loppupuolella suuri estradiolipitoisuus ja samanaikainen pieni progesteronipi-
toisuus saavat aikaan LH-hormonin massiivisen vapautumisen, niin sanotun LH-piikin,
jonka seurauksena dominoiva follikkeli puhkeaa ja munasolu vapautuu. Samalla kayn-
nistyy uusi follikkeliaalto. LH-piikki ajoittuu varsinaisen kiiman ensimmaisiin 12 tun-

tiin. Ovulaatio tapahtuu jalkikiiman ensimmaisten tuntien aikana, 24-32 tunnin kuluttua

7



varsinaisen kiiman alusta. Kiimakierron aikana ehtii yleensd kehittyd kaksi tai kolme
follikkeliaaltoa (Senger 2002).

Luteaalivaihe alkaa ovulaatiosta ja paattyy keltarauhasen surkastumiseen. Puhjenneen
follikkelin paikalle kehittyy keltarauhanen. My0s luteaalivaiheen aikana tapahtuu fol-
likkelikasvua, mutta suuri progesteronipitoisuus estdd follikkeleiden loppukypsymisen
ja ovulaation. Mikali lehma ei ole tiinehtynyt tai tiineyden tunnistaminen on epdonnis-
tunut, keltarauhasvaiheen loppupuolella (noin pdivédna 16-17) kaynnistyy luteolyysi ja
lehmé palaa kiimaan. Luteolyysi tarkoittaa keltarauhasen rakenteellista ja toiminnallista
regressiota, jonka seurauksena keltarauhasen solut hajoavat ja progesteronin tuotanto
loppuu. Useimmilla nisékkailla, marehtijat mukaan lukien, luteolyysi on riippuvainen

kohdusta. Luteolyysin aiheuttaa kohdun endometriumin erittdma PGF,, (Senger 2002).

Keltarauhasen erittdmista hormoneista tarkein on progesteroni, joka lukeutuu steroidi-
hormoneihin. Progesteroni valmistaa kohtua tiineyteen ja on valttdméaton tiineyden ylla-
pidossa. Sen tehtdvand on muun muassa lisata endometriumin rauhasten eritysta, lamata
myometriumin toimintaa ja estdd eman immuunivastetta sikion antigeeneihin (Senger
2002). Keltarauhanen koostuu kahdenlaisista steroideja valmistavista soluista, jotka
ovat rakenteeltaan ja toiminnaltaan erilaisia. Pieniksi luteaalisoluiksi kutsutaan niit,
joiden halkaisija on 12-22 pm. Isojen luteaalisolujen halkaisija on yli 22 um. Pienet
solut erittdvat spontaanisti vain pienid madrid progesteronia in vitro, mutta niissa on
LH-reseptoreita, ja altistaminen LH:lle johtaa lisdantyneeseen progesteronituotantoon.
Isojen solujen perusprogesteronieritys on suurempi, mutta ne eivat vastaa LH-

stimulaatioon (Fitz ym. 1982).

Tiineyden tunnistamisen kannalta vélttdmaton on myos interferoni t -niminen proteiini
(IFN-7), jota alkion trofoblastisolut tuottavat. Sitd taytyy erittya riittdvd méaara tiineys-
paivind 14-17, jotta tiineys jatkuisi. IFN-t vdhentdd endometriumin oksitosiiniresepto-
rien ekspressiota, jolloin oksitosiinin vélittdma PGF,,:n vapautuminen ja luteolyysi es-
tyvat. IFN-t my0s muuttaa endometriumin prostaglandiinisynteesia luteotrooppisen
PGE2:n suuntaan. Lisaksi IFN-t muun muassa lisad endometriumin rauhasten eritysté ja

siten alkion ravinnonsaantia (Niswender ym. 2000).



2.3 Luteolyysi

2.3.1 Prostaglandiinien synteesi

Prostaglandiinit ovat hormoninkaltaisia yhdisteitd, jotka osallistuvat tarkeinad saatelyte-
kijoind moniin elimiston reaktioihin. Ne muodostuvat suoraketjuisista, 20-hiilisistd mo-
nityydyttymattomista rasvahapoista, tyypillisesti arakidonihaposta, jota fosfolipaasi A; -
entsyymit irrottavat solukalvolta (synteesin nopeutta rajoittava tekijd). Syklo-
oksigenaasientsyymit (COX) muuttavat arakidonihappoa PGH;:ksi. COX-1 on jatku-
vasti syntetisoitava entsyymi, COX-2 taas indusoituu esimerkiksi hormonien, kasvuteki-
joiden ja sytokiinien vaikutuksesta. Terminaalinen syntaasi muuttaa PGHy:n edelleen
muiksi prostanoideiksi (Milvae ym. 1996).

2.3.2 Luteolyysin mekanismi

Monilla nisakkaillg luteolyysi palauttaa tiinehtymattoman eldimen uudelleen kiimaan ja
siten tehostaa lisdantymista. Polyestrisilla, spontaanisti ovuloivilla eldimilld, luteolyysin
ajoitus méarad kiimakierron pituuden. Jotta alkuun padssyt tiineys voisi jatkua, luteo-

lyysin taytyy estyé (Senger 2003).

Loeb (1923) huomasi, ettd kohdun poistaminen marsulta johtaa epdnormaaliin persis-
toivaan keltarauhaseen ja syklien loppumiseen. Samankaltaisia havaintoja tehtiin tdman
jalkeen muillakin eléinlajeilla, kuten lampaalla, naudalla, sialla, hevosella, hamsterilla,
kanilla ja rotalla (Anderson ym. 1969). Lampaalla ja naudalla keltarauhasen puoleisen
kohdunsarven poistaminen estaa luteolyysin, mutta vastakkaisen kohdunsarven poista-
minen ei. N&illd eldinlajeilla kohdun vaikutus luteolyysiin ei vélity systeemisesti, vaan

paikallisesti (Knickerbocker ym. 1988).

Hixon ja Hansel (1974) tutkivat naudan kohtuun ruiskutetun PGF,,:n levidmista veren-
kierrossa. Verindytteitd kerattiin kaulavaltimosta, -laskimosta ja munasarjavaltimosta.
Kaulavaltimossa ja -laskimossa pitoisuus oli korkeimmillaan viiden minuutin kuluttua
annostelusta. Munasarjavaltimossa pitoisuus nousi huomattavasti suuremmaksi ja saa-

vutti maksimin 40 minuutin kuluttua annostelusta. Useissa tutkimuksissa on kuitenkin
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saatu nayttoa, ettd PGF,,:n vaikutus vélittyy naudalla osittain myos systeemisen veren-
kierron kautta. Liharotuisilla lehmill& todettiin luteolyysi ja normaalit kiimakierrot puo-
littaisen kohdunpoiston jalkeen, vaikka keltarauhanen olikin poistetun osan puoleisessa
munasarjassa (Ward ym. 1976). Kun toinen munasarja poistettiin ja toinen siirrettiin
keinotekoisesti kaulavaltimon ja -laskimon verenkiertoon, kiimakierrot olivat normaalin
mittaisia (Barcikowski ym. 1976). Naudalla vain 65 prosenttia [*H]-PGF,,:sta metabo-
loituu keuhkojen lapi kulkiessaan (Davis ym. 1985), lampaalla sen sijaan yli 99 prosent-
tia (Davis ym. 1980). Lammasta kaytetddn tutkimuksissa usein mérehtijoiden mal-
lieldimend, mutta lajikohtaiset erot on syyté pitd4 mielessé.

Naudalla luteolyysi kéynnistyy, kun aivolisakkeesta perdisin oleva oksitosiini sitoutuu
endometriumin oksitosiinireseptoreihin. Pieni mdarda PGF,,:aa vapautuu endometriu-
mista ja saavuttaa samanpuoleisen munasarjan paikallisen vena—arteria-yhteyden vali-
tykselld. Keltarauhasen isoista luteaalisoluista alkaa erittyd oksitosiinia, joka lis&é
PGF,q:n vapautumista endometriumista (McCracken ym. 1999). Naudalla luteolyysin
aiheuttavat noin viisi PGF,,-pulssia, jotka kestévat kukin noin neljé tuntia. Pulssit tule-
vat noin 8 tunnin vélein. Paiv4, jolloin ensimmainen PGF,,-pulssi havaitaan, on sama,
jolloin progesteronipitoisuus alkaa laskea. PGF,,:n luteolyyttinen vaikutus on siis nopea

(Mann ja Lamming 2006).

PGF,, kdynnistad monimutkaisen tapahtumaketjun, joka johtaa keltarauhasen rakenteel-
liseen ja toiminnalliseen regressioon. Aihetta on tutkittu paljon, mutta kaikkia yksityis-
kohtia ei vieldkaan tunneta. PGF,, véhent&a veren virtausta keltarauhaseen ja heikentaa
siten ravintoaineiden, steroidihormonisynteesissa tarvittavien substraattien ja luteo-
trooppisten aineiden saantia. Keltarauhasen verisuonten endoteelisoluissa on reseptorei-
ta PGF,.:lle, ja molekyylin sitoutuminen reseptoriinsa johtaa solujen degenaraatioon.
Keltarauhasen ensimmaisid morfologia muutoksia ovatkin hiussuonten endoteelisolujen,
perisyyttien ja pienten luteaalisolujen vdhentyminen. Suurin osa keltarauhasen PGF,,-
reseptoreista on isoissa luteaalisoluissa, mutta ndiden solujen morfologiset muutokset
nahdadn vasta tunteja sen jalkeen, kun veren progesteronipitoisuus on jo alkanut pienen-
tyd. PGF,, estda kolesterolin kuljetusta luteaalisoluihin ja edelleen mitokondrioon, jossa
progesteronisynteesin entsymaattiset reaktiot tapahtuvat. Myods immuunijérjestelmalla
on térkeé rooli luteolyysin etenemisessd. Suuria maarid valkosoluja, muun muassa mak-

rofageja, kertyy keltarauhaseen ennen veren progesteronipitoisuuden pienentymistd. Ne
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fagosytoivat hajoavia soluja ja tuottavat sytokiineja. Namé sytokiinit, joista tarkeimpia
ovat interleukiini-1, tuumorinekroositekija-o ja interferoni-y, vahentavat steroidisyntee-

sié ja houkuttelevat edelleen lisad valkosoluja paikalle (Niswender ym. 2000).

2.3.3 Luteolyysin hormonaalinen saately

Plasman progesteroni ja estradioli sdatelevét oksitosiinin vapautumista neurohypofyy-
sistd, oksitosiinireseptoreiden syntetisoitumista endometriumiin ja siten PGF,:n vapau-
tumista (McCracken ym. 1999). Eksogeeninen oksitosiini ei kaynnistd PGF,,:n vapau-
tumista ennen kuin kiimakierron lopulla, luonnollisen luteolyysin aikaan. Herkkyys ok-
sitosiinille hiipuu seuraavan luteaalivaiheen alkupuolella. Kiimakierron aikana kohdus-
sa tapahtuu useita muutoksia, jotka vaikuttavat kohdun vasteeseen oksitosiinille. Endo-
metriumin kyky syntetisoida prostaglandiinia riippuu muun muassa endometriumiin
kertyneen arakidonihapon madréstd ja mobilisoinnista solukalvoilta seka COX-
entsyymien toiminnasta. Kaikkein oleellisimpia ovat oksitosiinireseptorien ekspressios-
sa tapahtuvat muutokset (Goff 2004).

Mann ja Lamming (2006) tutkivat sykloivilla lehmill& endometriumin oksitosiiniresep-
toreiden lisadntymisté ja PGF,,:n vapautumista suhteessa luteolyysin ajankohtaan. Lu-
teolyysin alku méériteltiin hetkeksi, jolloin progesteronin pitoisuus plasmassa alkaa las-
kea yhtajaksoisesti, ja paattyminen hetkeksi, jolloin plasman progesteronipitoisuus on
alittanut 1 ng/ml. Kohdun endometriumin oksitosiinireseptorien maéra oli aluksi testin
herkkyyden alapuolella (< 15 fmol/mg proteiinia). Se lisdantyi kaikilla lehmill& ennen
PGF,,-pulssien alkamista. Reseptorien maara lisdéntyi edelleen ja saavutti huippupitoi-
suuden luteolyysin paattymisen jalkeen. Tall6in oksitosiinireseptoreita oli noin viisin-

kertaisesti luteolyysin alkuun n&hden.

Steroidihormonien vaikutuksesta PGF,,:n erittymiseen on tehty lukuisia tutkimuksia
(Woody ym. 1967; Villa-Godoy ym. 1985; Thatcher ym. 1986; Lafrance ja Goff 1988;
Mann 2001; Mann ym. 2001; Kombé ym. 2003), mutta tulosten yhteenveto ei ole help-
poa. Tutkimuksissa on kaytetty mallina sek& ovariektomoituja ettd intakteja eldimia, ja
kéytettyjen hormoneiden méérat, antoreitit ja hoitojen kestot vaihtelevat. Pa4asééanté kui-

tenkin on, ettd estradioli lisd&d PGF,,:n synteesid ja aiempi altistuminen progesteronille
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tehostaa estradiolin vaikutusta. Lyhytaikainen altistuminen progesteronille véhentaa ok-
sitosiinireseptoreiden geeniekspressiota ja siten ehkaisee PGF,,:n eritystd, mutta pitka
altistuminen muuttaa tilanteen painvastaiseksi. Estradiolin tiedetdan lisddvén fosfolipaa-
si Az -entsyymin aktiivisuutta. Progesteroni edistdd PGF,,:n synteesissd valttamattoman
arakidonihapon keradntymistd endometriumiin ja parantaa siten entsyymin toiminta-
mahdollisuuksia. Lisdksi progesteroni stimuloi suoraan COX-entsyymin aktiivisuutta
(McCracken ym. 1999).

Estradiolin merkityksesta luteolyysin kdynnistymisessa kertoo havainto, etta follikkeli-
en tuhoaminen hieholta johtaa pidentyneeseen keltarauhasvaiheeseen (Villa-Godoy ym.
1985). Vastaavasti estradiolin antaminen lehmalle kiimakierron pdivand 13 saa aikaan
luteolyysin (Thatcher ym. 1986). Estradioli vaikuttaa luteolyysin kdynnistymiseen, mut-
ta mekanismi ei ole tdysin selvilld. Estrogeenit eivat lisad COX-1- tai COX-2-
entsyymien ekspressiota naudan endometriumissa in vitro (Kombé ym. 2003). Lampaan
endometriumissa COX-1-entsyymid syntetisoidaan tasaisesti koko kiimakierron ajan.
COX-2-entsyymia syntetisoidaan runsaasti kiimakierron péivind 12-15, minka jalkeen
se vahenee nopeasti alle maaritysrajan. Steroidikasittely ei vaikuta COX-1-entsyymin
maarédén mitenk&én. Progesteronikésittely lisdd COX-2-entsyymin madréd, mutta estra-
diolilla ei ole vaikutusta (Charpigny ym. 1997). Naudan endometriumissa COX-1-
entsyymia ei syntetisoida lainkaan. COX-2-entsyymié syntetisoidaan vahan kiimakier-
ron péivind 1-12 ja runsaasti péiving 13-21 (Arosh ym. 2002). Steroidihormonien vai-
kutuksesta naudan endometriumin COX-entsyymien synteesiin in vivo ei ole julkaistu

tutkimustuloksia.

Jos lehma altistetaan progesteronille kiimakierron alussa ennen luontaista plasman pro-
gesteronin nousua, seurauksena on ennenaikainen luteolyysi ja kiimakierron lyhenemi-
nen keskimaarin neljalld vuorokaudella. Tutkimuksessa lehmille annettiin kymmenen
progesteronipistosta vuorokauden vélein, ensimmadinen kiimapéivana (Woody ym.
1967). Ovariektomoiduilla hiehoilla PGF,, vapautuu vasteena oksitosiinille jo seitse-
man vuorokauden progesteronikasittelyn jalkeen, mutta voimakkain vaste havaitaan 14
vuorokauden progesteronikasittelyn jalkeen (Lafrance ja Goff 1988). Progesteroni séa-
telee omien reseptoriensa méaéaraa siten, ettd pitkakestoinen altistuminen progesteronille
vahentdd reseptorien maarad. Progesteronilla on tarked tehtdva endometriumin valmiste-

lussa PGF,,:n synteesid ja eritysta varten, mutta myos progesteronireseptorien oikeaan
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aikaan tapahtuva véhentyminen on tarke& osa luteolyysin ajoitusta (McCracken ym.
1999).

Steroidihormonien vaikutusta PGF,,:n eritykseen on tutkittu myds naudan endometriu-
mista valmistetuilla soluviljelmilld&. Kombé ym. (2003) pyrkivat selvittdmaan, miten
endometriumin epiteelisolujen altistaminen progesteronille vaikuttaa niiden vasteeseen
estrogeenille ja oksitosiinille. Progesteronikasittely lisdsi PGF,,:n eritystd oksitosiinin
valitykselld, mutta ei suoraan. Estrogeeni lisdsi PGF,,:n eritystd, mikéli soluja oli ensin
altistettu progesteronille 17 tai 21 paivan ajan. Jos progesteronialtistus kesti vain kym-
menen paivaa, estrogeenilla ei ollut vaikutusta PGF,,:n erittymiseen. Myoskaan estro-
geeni ei lisannyt PGF,,:n erittymisestd suoraan, vaan ainoastaan oksitosiinin valityksel-
I&. Progesteroni ja estrogeeni vaikuttavat eristettyihin epiteelisoluihin samaan tapaan
kuin in vivo. Endometriumin muut solut eivét siis ole valttaméattémia oksitosiiniresepto-
reiden lisddntymisen ja siten PGF,,:n erittymisen ja luteolyysin kannalta. Muut solutyy-

pit voivat toki moduloida solujen vastetta steroideille.

Kombé ym. (2003) pyrkivat myds selvittdmaén, johtuuko estrogeenin vaikutus oksito-
siinireseptoreiden maaran lisdéntymisestd. Estrogeeni lisasi oksitosiinireseptoreiden
maaréé, joka oli suurimmillaan 24 tunnin estrogeenialtistuksen jalkeen. Kun inkubaatio-
ta jatkettiin toiset 24 tuntia, oksitosiinireseptoreiden mééra véheni yhta pieneksi kuin
kontrollindytteessa. Tulos vahvistaa aiempaa havaintoa, ettd estradioli lisda oksitosiini-

reseptoreiden maéraa vain lyhytaikaisesti (Leung ja Wathes 2000).

2.4 Endometriumin oksitosiinireseptorit

Oksitosiini on yhdekséstd aminohaposta koostuva peptidinormoni, jota erittyy aivo-
lisdkkeen takalohkosta ja keltarauhasesta. Oksitosiinin vaikutus vélittyy kohdesolujen
solukalvolla sijaitsevien oksitosiinireseptorien kautta. Hormoni-reseptori-kompleksi
k&ynnistéa toisiolahettikaskadin, mika johtaa proteiinisynteesin muutoksiin solun sisalla
(Senger 2003).
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2.4.1 Oksitosiinireseptorien ilmentyminen kiimakierron eri vaiheissa

Lampailla tehdyissa kokeissa huomattiin, ettd kohdun mekaaninen stimulointi johtaa
PGF,q:n vapautumiseen kiimakierron alussa ja lopussa (McCracken 1980). Kohdun me-
kaaninen stimulointi saa aikaan veren oksitosiinipitoisuuden lisddntymisen, joten
PGF,,:n vapautumisen paéateltiin tapahtuvan oksitosiinin vélitykselld. Jo aikaisemmin
oli huomattu, ettd oksitosiinin antaminen naudalle kiimakierron alkuvaiheessa johtaa
luteolyysiin. Vaikutus estyy, jos kohtu poistetaan (Armstrong ja Hansel 1959). Suuret
oksitosiiniannokset kiimakierron péivina 2 ja 3 (paiva 0 = estrus) johtavat kohonneisiin
15-keto-13,14-dihydro-PGF,,:n eli PGF,,:n pd&dmetaboliitin pitoisuuksiin. Oksitosiinilla
aikaansaatu luteolyysi valittyy siis PGF,,:n kautta (Oyedipe ym. 1984).

Kohdun oksitosiinireseptorien maaré kiimakierron eri vaiheissa vaikuttaa oleellisesti
niihin fysiologisiin vaihteluihin, joita ndhd&an kohdun vasteessa oksitosiinille. Plasman
oksitosiinipitoisuus on suurimmillaan keltarauhasvaiheen puolivélissd (Schams ym.
1985). Télloin kuitenkin kohtuun sitoutuneen oksitosiinin maara on pienimmillaan (Jen-
ner ym. 1991; Soloff ja Field 1989). Kohdun vaste oksitosiinille riippuu siis oksitosiini-

reseptorien méaarasta, ei niinkaan plasman oksitosiinipitoisuudesta.

Soloff ja Fields (1989) tutkivat endometriumin ja myometriumin oksitosiinireseptoripi-
toisuutta kiimakierron eri vaiheissa. Naytteet otettiin teurastetuilta liharotuisilta lehmilta
keltarauhasen puoleisesta kohdunsarvesta. Tutkimuksessa todettiin, ettd myometriumin
kalvoproteiineihin sitoutuneen oksitosiinin méaara on suurimmillaan kiiman aikoihin ja
pienimmill&dén keltarauhasvaiheen aikana. Paivana 21 myometriumin kalvoproteiineihin
sitoutuneen oksitosiinin maara on lahes kymmenkertainen verrattuna paivaan 7 (paiva 0
= estrus). Endometriumin kalvoproteiineihin sitoutuneen oksitosiinin méaran vaihteluita
kiimakierron eri vaiheissa ei pystytty maarittdmaan. Oksitosiinireseptoreiden affiniteetti

saattaa vaihdella kiimakierron eri vaiheissa, mika hankaloittaa asian tutkimista.

Jennerin ym. (1991) tutkimustulokset ovat samansuuntaisia. Ne tarkentavat oksitosiini-
reseptorien ilmentymisen aikataulua ja valottavat asiaa my6s endometriumin osalta.
Tutkimuksessa todetaan, ettd sykloivilla naudoilla oksitosiinin sitoutuminen endomet-
riumiin alkaa lisdantya kiimakierron paivand 15 (paiva 0 = estrus). Myometriumissa

vastaava lisdédntyminen nédhdaan péivana 17. Sitoutuneen oksitosiinin maaréa pysyy suu-
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rena endometriumissa paivaén 3 ja myometriumissa paivaan 5 asti. Endometriumin ok-
sitosiinireseptoripitoisuus on pienimmilladn pdivana 9. Endometriumiin sitoutuu oksito-

siinia enemman kuin myometriumiin.

Jennerin ym. (1991) aineistossa oli sykloivien eldinten lisaksi myds siemennettyja elai-
mid. Osa naistd tiinehtyi, ja tiineys varmistettiin teurastuksen jalkeen huuhtelemalla
kohtu keittosuolaliuoksella alkion havaitsemiseksi. Tutkimuksen mukaan tiineilla leh-
mill& havaitaan paivané 18 selvé ero oksitosiinin sitoutumisessa ja veren progesteronipi-
toisuuksissa tyhjiin lehmiin verrattuna. Tiineilla lehmill& ei havaita sit& oksitosiiniresep-
torien lisddntymistd, joka ilmenee sykloivilla lehmilla endometriumissa péivana 15 ja
myometriumissa péivana 17. Osalla sykloivista lehmista oksitosiinireseptorit eivat kui-
tenkaan lisdantyneet myohdisen luteaalivaiheen aikana, kuten olisi ollut odotettavissa.
N&illa lehmilld havaittiin epanormaalin suuri progesteronipitoisuus kiimakierron vai-
heeseen n&hden. Toisaalta kaikilla sykloivilla lenmillg, joilla oksitosiinireseptorit lisdan-
tyivat myohaisen luteaalivaiheen aikana, oli pieni progesteronipitoisuus. Progesteronipi-
toisuuden ja oksitosiinireseptoreiden maaran valilla todettiin merkitsevd negatiivinen
yhteys. Tuloksista voidaan paatelld, ettd oksitosiinireseptoreilla on ratkaisevan tarkea
rooli luteolyysin kéynnistymisessé ja tiineyden pysymiseksi yll& oksitosiinireseptorien

lisdadntymisen taytyy estya.

Naudalla kohdun oksitosiiniherkkyyden lisdantymistd edeltdd oksitosiinireseptoreita
koodaavan lahetti-RNA:n (mRNA) ekspression vauhdittuminen. Muutos havaitaan I&-
hinnd kohdun epiteelisoluissa (Robinson ym. 1999), jotka taas ovat p&&vastuussa
PGF,q:n erityksesté (Fortier ym. 1988). Reseptoreita havaitaan kohdun syvemmissé ker-

roksissa vasta sen jalkeen, kun luteolyysi on jo alkanut (Wathes ja Lamming 1995).

Varhaistiineilld uuhilla sekd oksitosiini- ettd estrogeenireseptoreiden ekspressio on va-
haista (Spencer ja Bazer 1995; Wathes ja Lamming 1995). Interferoni t:n oksitosiini-
reseptorien méérad vahentdvan vaikutuksen on arveltu valittyvan estrogeenireseptorei-
den vahentymisen kautta. Lehmilla on kuitenkin todettu, ettd kiimakierron paivana 16
alkion olemassaololla ei ole vaikutusta estrogeenireseptorin mRNA:n tai valmiin prote-
linin maaraan. Oksitosiinireseptoreita on tiineilla kuitenkin selvasti véhemman (Robin-
son ym. 1999). IFN-t vahent&d eristetyissd naudan endometriumin epiteelisoluissa suo-

raan oksitosiinireseptoria koodaavan geenin transkriptiota (Horn ym. 1998).
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2.4.2 Oksitosiinireseptorien sijainti

Cerbito ym. (1997) tutkivat oksitosiinin, oksitosiinireseptoreiden ja PGF,,:n pitoisuutta
endometriumissa suhteessa siihen, kummassa munasarjassa keltarauhanen sijaitsee.
Néytemateriaali saatiin teurastetuista lypsylenmistd. Karunkkelialueen ulkopuolista en-
dometriumia otettiin ndytteeksi molempien kohdunsarvien keskivaiheilta. Luteaalivai-
heessa oksitosiinipitoisuus oli merkitsevasti suurempi keltarauhasen puoleisessa koh-
dunsarvessa, mutta oksitosiinireseptori- ja PGF,,-pitoisuuksissa ei ollut eroa. Folliku-
laarivaiheessa surkastuvan keltarauhasen puoleisessa kohdunsarvessa oli selvésti suu-
rempi oksitosiini-, oksitosiinireseptori- ja PGF,,-pitoisuus kuin vastakkaisessa sarvessa.
Ovulaation jalkeen oksitosiinipitoisuus pysyi suurena suhteessa vastakkaiseen puoleen,
mutta oksitosiinireseptori- ja PGF,,-pitoisuuksissa ei ollut endé eroa kohdunsarvien va-
lilla. Tulokset vahvistavat aiempaa kasitystd kohdun ja munasarjan paikallisesta kom-

munikaatiosta luteolyysin saételyssé.

Endometriumin oksitosiinireseptorien sijainnista suhteessa kohdun seindmén kerroksiin
on tehty useita tutkimuksia (Fortier ym. 1988; Wathes ja Lamming 1995; Robinson ym.
1999). Niiden perusteella voidaan todeta, ettd oksitosiinireseptorien maara lisaantyy en-

sin epiteelilld (lieva nousu) ja myohemmin syvemmissé kerroksissa (selva nousu).

2.4.3 Steroidihormonien vaikutus oksitosiinireseptoreihin

Ovariektomoitujen lehmien endometriumissa on oksitosiinireseptoreita enemméan kuin
sykloivilla lehmilld luteolyysin aikaan. Eksogeeninen oksitosiini ei silti saa aikaan
PGF,,:n vapautumista (Lamming ja Mann 1995). Eksogeeninen oksitosiini kuitenkin
aiheuttaa PGF,,:n vapautumisen, jos oksitosiinin antoa edeltda progesteronihoito. Estra-
diolihoidolla ei ole tat4 vaikutusta. Vaste oksitosiinille ilmenee jo kahden vuorokauden
kuluttua progesteronihoidon alkamisesta ja on voimakkaimmillaan nelja vuorokautta
my6hemmin. Oksitosiinireseptorit vahenevat huomattavasti kuuden vuorokauden pro-
gesteronikasittelyn jalkeen, vaikka samaan aikaan PGF,,:n vapautuminen vasteena oksi-

tosiinille on voimakkaimmillaan (Mann ym. 2001).

Mann (2001) on julkaissut tutkimustuloksia myds hormonikasittelyiden vaikutuksista
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lehmé&n endometriumista perdisin oleviin kudosviljelmiin. Endometriumin oksitosiini-
reseptoripitoisuus vahenee merkittavésti, kun kudosviljelma altistetaan progesteronille.
Vaikutus on annosriippuvainen. Estradiolilla kasiteltyjen kudosviljelmien reseptoripitoi-
suudessa ei ole eroa kontrolliviljelmiin. Seka progesteronilla ja estradiolilla ké&sitellyissé
ettd kontrolliviljelmissa kuitenkin huomataan herkistyminen oksitosiinille inkubaation
kuluessa. Oksitosiinireseptoripitoisuus on pieni, mutta oksitosiinin aiheuttama PGF,,-
eritys silti voimakasta. Kuten ovariektomoiduilla lehmill& tehdyissa kokeissakin havait-
tiin, pelkka oksitosiinireseptorien maaré ei siis sadtele oksitosiinin vélityksell4 tapahtu-
vaa PGF,,-eritystéa.

Steroidihormonien oksitosiinireseptoreihin kohdistama sééately ei ole kaikilta osin selvil-
I&. Robinson ym. (2001) havaitsivat sykloivilla lehmilld oksitosiinireseptorien lisdanty-
misen kohdun epiteelillda kiimakierron péivana 16 (péiva 0 = estrus), mutta taté ei edel-

tanyt estrogeeni- eikd progesteronireseptorien lisdéntynyt ekspressio.

2.5 Endometriumin steroidireseptorit

Munasarjojen tuottamien steroidinormonien esiaste on kolesteroli. 27-hiilisesté koleste-
rolimolekyylistd valmistuu monimutkaisten entsymaattisten reaktioiden seurauksena
muun muassa 21-hiilista progesteronia ja 18-hiilista estradiolia. Steroidihormonit ovat
rasvaliukoisia, joten niiden kuljetus verenkierrossa tapahtuu plasmaproteiineihin sitou-
tuneena. Kohdekudoksessa steroidit vapautuvat kantajaproteiineista ja diffundoituvat
solukalvon l&pi sytoplasmaan ja edelleen tumaan. Steroidihormoni sitoutuu kohdesolun
spesifiseen tumareseptoriin, mika saa aikaan transkription ja edelleen proteiinisynteesin
(Senger 2003).

Steroidiset sukupuolinormonit sadtelevat steroidireseptorien maéraa ja sijaintia. Naudan
kohdussa steroidireseptoreita sd&dellaan parakriinisesti. Estrogeeni kiihdyttdd kohdun
steroidireseptorien ekspressiota ja progesteroni vaikuttaa péinvastaisesti. Seka estrogee-
ni- ettd progesteronireseptoreiden méaara on siis suurimmillaan kiiman ja jalkikiiman
alkaan ja vahenee diestuksen edetessd (Boos ym. 1996). Estrogeenia saaneilla ovariek-
tomoiduilla lehmilld havaitaan enemmaén estrogeeni- ja progesteronireseptoreita kuin

progesteronilla kasitellyilla lehmill4d. Ovariektomoiduilla lehmilla, joita ei altisteta est-
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rogeenille tai progesteronille, steroidireseptoriekspressio sailyy jatkuvana (Kimmins ja
MacLaren 2001).

Steroidireseptorien hormonaalista séatelyd on tutkittu my6s soluviljelmien avulla. Est-
radioli lisdd estrogeeni- ja progesteronireseptoreiden mééarad naudan endometriumin
epiteeli- ja stroomasoluviljelmissd, ja lisédntyminen on annoksesta riippuvaista (Xiao ja
Goff 1999).

Estrogeeni- ja progesteronireseptoreiden maara on pieni diestruksen ja varhaistiineyden
aikana sekd progesteronikasitellyilla ovariektomoiduilla lehmilld. Progesteroni siis va-
hent&4 estrogeeni- ja progesteronireseptoreiden transkriptiota tai translaatiota. Kun ova-
riektomoidulle lehmalle annetaan sek& estrogeenia ettd progesteronia, estrogeeni- ja
progesteronireseptoreiden maara lisaantyy. Estrogeeni on siis naudalla tarkeampi ste-
roidireseptorien ma&rdd saateleva tekijd kuin progesteroni (Kimmins ja MacLaren
2001). Lampailla tehdyissé kokeissa on aiemmin saatu vastaavia tuloksia (Spencer ja
Bazer 1995).

2.5.1 Estrogeenireseptorit

Useissa tutkimuksissa on osoitettu, ettd estrogeeni lisad ja progesteroni véhentaa estro-
geenireseptoreiden maaréé. Estrogeenipitoisuuden suureneminen liséa positiivisen pa-
lautemekanismin kautta estrogeenireseptorien maarad. Estrogeenireseptoreita on siis
eniten kiiman aikoihin ja vahiten luteaalivaiheen aikana (Meyer ym. 1988, Boos ym.
1996, Xiao ja Goff 1999, Kimmins ja MacLaren 2001). Asia paljastuu kuitenkin moni-
syisemmaksi, kun aletaan tutkia estrogeenireseptoreiden maarad endometriumin eri so-

lutyypeissé.

Boos ym. (1996) ottivat kohtubiopsiat viideltd normaalisti sykloivalta lehmélta paivina
1 (n&kyvéa kiima), 8, 15 ja 19. Biopsiat otettiin ovuloituvan follikkelin tai keltarauhasen
puoleisesta kohdunsarvesta heti sarvien valisten ligamenttien etupuolelta. Ndytteet otet-
tiin joka kerralla eri kohdasta (kohdunsarven dorsaali-, lateraali-, mediaali- tai ventraa-
liosasta). Kokeissa todettiin, ettd endometriumin rauhasissa ja stroomassa estro-

geenireseptoreita on eniten kiiman aikana ja véhiten péivana 15. Kimmins ja MacLaren
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(2001) ottivat biopsioita tihedmmin ja totesivat endometriumin estrogeenireseptorieks-
pression olevan suurimmillaan ovulaation jalkeen paivind 1-3 ja pienimmilld&n péivina
7-17 (paivéa 0 = estrus). Reseptorien mééra alkaa lisdantyd paivand 18 tiiviissa stroo-
massa ja pinnallisissa rauhasissa. Kiiman edetessa reseptorien maara lisdéntyy myos

I0yhé&ssa stroomassa ja syvissé rauhasissa.

Boos ym. (1996) tekivat tutkimuksissaan yllattavén havainnon, ettd luminaalisten epi-
teelisolujen estrogeenireseptoriekspressio jatkuu koko kiimakierron ajan ja lisaantyy
paivind 8-15, kun veren progesteronipitoisuus on suurimmillaan. Myds Kimmins ja
MacLaren (2001) huomasivat, ettd luminaalisen epiteelin estrogeenireseptoriméaérat ei-
véat noudata muiden endometriumin solutyyppien reseptoriméérien kehitystad. He havait-
sivat luminaalisen epiteelin soluissa estrogeenireseptorien lisdédntymisen péivana 16 (ja
paivana 14 niilla lehmillg, joiden kierto oli 19 pdivan mittainen). Estrogeeniresepto-
riekspression aktivoituminen pdivané 16 eli ennen veren estradiolipitoisuuden suuren-
tumista antaa aihetta olettaa, etté reseptoreilla on jokin estradiolista rilppumaton saately-
tekijd. Luminaalisten epiteelisolujen estrogeenireseptorit eivat siis ole samalla tavalla
steroidihormonien sdatelyn alaisia kuin rauhasten ja strooman estrogeenireseptorit.
Kimmins ja MacLaren (2001) havaitsivat myos, etta tiineiden lehmien luminaalisella
epiteelillda ei ole lainkaan estrogeenireseptoreita. Luminaalisen epiteelin estro-

geenireseptoreilla on siis todenndkdisesti roolinsa luteolyysin kdynnistymisessa.

Endometriumin syvissa rauhasissa on paljon estrogeenireseptoreita koko kiimakierron
ajan sek& lampaalla (Spencer ja Bazer 1995) ett4 naudalla (Robinson ym. 2001). Resep-
torit voivat vélittdd parakriinisesti tietoa veren estrogeenipitoisuudesta endometriumin
muille solutyypeille. Koska steroidireseptoreiden maaré vaihtelee kiimakierron aikana
kohdun osien valillg, eri solutyypit voivat vastata samanlaiseen hormonistimulaatioon

eri tavalla.

Robinson ym. (2001) tutkivat naudan kohtubiopsioista erikseen valmiiden reseptorien ja
reseptoreita koodaavan mRNA:n maarén. Estrogeenireseptoreita koodaavan mRNA:n ja
valmiin proteiinin méaarissa havaittiin poikkeavuutta endometriumin pinnallisissa rauha-
sissa. Estrogeenireseptoreiden maara véheni luteaalivaiheen edetessa ja veren progeste-
ronipitoisuuden suurentuessa. Kuitenkin samaan aikaan havaittiin mRNA:n maarén li-

sdantyminen. Estrogeenireseptoreihin kohdistuu siis myds post-transkriptionaalista saa-
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telya.

Estrogeenireseptoreiden ekspressio lisaantyy tyhjilla lehmill& ja vdhenee varhaistiineilla
lehmill& kiimakierron péivind 16-18 (pdiva 0 = estrus). Oksitosiinireseptoreiden lisaan-
tyminen tapahtuu tyhjilla lehmilld kuitenkin jo ennen t&t4 estrogeenireseptoreiden li-

sédantymista (Robinson ym. 2001).

2.5.2 Progesteronireseptorit

Progesteronireseptoreiden mara naudan endometriumin pinta- ja rauhasepiteelilla li-
séantyy kiiman aikaisesta alhaisesta pitoisuudesta maksimiin kiimakierron péivaén 8
mennessa ja véhenee sen jalkeen. Strooman soluissa progesteronireseptoreita on paljon
jo kiiman aikana ja maaré lisaantyy paivéa 8 kohti mentéessé (Boos ym. 1996). Koko-
naisuutena naudan endometriumilla on progesteronireseptoreita enemman strooman so-

luissa kuin epiteelisoluissa (Robinson ym. 2001).

Progesteronireseptoreita on endometriumin epiteelisoluissa luteolyysin aikaan hyvin
vahan tai ei ollenkaan, mutta karunkkelialueiden stroomassa kohtalaisesti. Sama havain-
to on tehty sek& lampailla (Spencer ja Bazer 1995) ett& naudoilla (Boos ym. 1996). Ro-
binson ym. (2001) havaitsivat kiimakierron paivana 16 progesteronireseptoreita koo-
daavaa mRNA:ta kohtalaisesti karunkkelialueiden stroomassa. Siell4 ei kuitenkaan ha-
vaittu reseptoriproteiinia lainkaan. MyGs progesteronireseptoreihin voidaan siis paatella
kohdistuvan post-transkriptionaalista sadtelya. Tiineiden ja tyhjien lehmien progestero-
nireseptoriekspressiossa ei ole eroa, joten ndiden ryhmien valiset erot oksitosiiniresepto-
riekpressiossa vaativat jonkin muun selittdvan tekijan. Aikaisemmin on ajateltu, etta lu-
teolyysi kdynnistyy, kun progesteroni vdhentdd omien reseptoreidensa mééaraa, mika sal-
lii oksitosiinireseptoreiden méaran lisaantymisen. Lisdad tutkimustietoa kuitenkin tarvi-

taan.

2.6 Lyhyet kiimakierrot

Lyhyit& kiimakiertoja esiintyy naudalla fysiologisesti puberteetin aikana ja ensimmaisen
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poikimista seuraavan ovulaation jalkeen. Odde ym. (1980) tutkivat lyhyitd kiimakiertoja
poikineilla liharotuisilla lehmilld. Vasikan vieroittaminen kiimattomalta emolta johti
yleens& kiimaan 10-25 pdivan kuluttua vieroituksesta, ja lyhyet kierrot olivat tallgin
yleisid. Lyhyen kierron pituus oli tavallisimmin 7-10 pdivad. Kaikkein eniten esiintyi 8
paivan mittaisia lyhyitd sykleja. Seerumin progesteronipitoisuus oli pienempi ensim-

maéisen kuin toisen kiiman jélkeen.

Lyhyitd kiimakiertoja on tutkittu paljon juuri emolehmilld, koska vasikan varhainen vie-
roittaminen johtaa usein lyhyeen kiertoon. Lyhyet kierrot ovat yleisia myds lypsyrotui-
silla lehmilla ensimmaisen poikimista seuraavan luonnollisen tai GnRH:lla aikaansaa-

dun ovulaation jalkeen (Peter ym. 1989).

Keltarauhanen syntyy ovuloituneen follikkelin paikalle, joten follikulaarivaiheen aikai-
set tapahtumat vaikuttavat oleellisesti tulevan keltarauhasen toimintaan. Luteaalivaiheen
aikana keltarauhasen progesteronieritysta saételee luteotrooppisten ja luteolyyttisten te-
kijoiden valinen tasapaino. Keltarauhasen heikko toiminta ja ennenaikainen luteolyysi
voivat siis teoriassa johtua luteotrooppisten tekijoiden puutteesta tai keltarauhasen ky-
vyttomyydesta vastata niihin. Toisaalta keltarauhasen heikko toiminta tai ennenaikainen
luteolyysi voivat johtua luteolyyttisten tekijoiden lisddntymisestd, ennenaikaisesta va-

pautumisesta tai keltarauhasen herkistymisesta niille (Garverick ja Smith 1986).

Copelin ym. (1987) huomasivat, ettd kun kiimattomilta poikineilta emolehmilté poistet-
tiin kohtu varhaisen vieroituksen yhteydessa (23-33 péivaa poikimisesta), ensimmaisen
ovulaation jalkeinen keltarauhanen sailyi munasarjassa, kunnes lehmille annettiin
PGF,,-pistos. Kontrolliryhmén lehmat tulivat kiimaan keskiméaarin 8,8 péivan kuluttua
ensimmaisestd ovulaatiosta. Hysterektomoitujen lehmien plasman progesteronipitoisuus
oli jo ensimmaisen ovulaation jalkeen samaa suuruusluokkaa kuin normaalisti sykloivil-
la lehmill&. Tutkijat paattelivat, ettd nopea palaaminen kiimaan ensimmaisen ovulaation

jalkeen on kohdun erittdman luteolyyttisen tekijén vaikutusta.

Useat erilaiset koejérjestelyt ovat vahvistaneet, ettd lyhyet kiimakierrot johtuvat nimen-
omaan PGF,,:n ennenaikaisesta vapautumisesta. Copelin ym. (1989) immunisoivat poi-
kimattomia ja vastapoikineita liharotuisia lehmid PGF,,:lle. Késittely pidensi kelta-

rauhasen elinkaarta ja progesteronierityksen kestoa. Vaikutus oli riippuvainen veren vas-
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ta-ainepitoisuudesta. Cooper ym. (1991) indusoivat liharotuisille lehmille ovulaation
hCG-pistoksella 28-36 paivad poikimisesta. Osalla lehmistd oli yhdeksén pdaivén ajan
progestageeni-implantti, joka poistettiin kaksi paivaa ennen ovulaation induktiota. Pro-
gestageenikasittelyn saaneiden lehmien kiimakierto oli normaalipituinen, ja ne toimivat
kontrolliryhmé&na. PGF,,:n pitoisuus oli 4-9 paivdd hCG-pistoksen jalkeen suurempi
niilla lehmillg, joille tuli lyhyt kiimakierto.

Zollers ym. (1989) tutkivat liharotuisilla lehmillg, johtaako oksitosiinin antaminen eri-
laiseen PGF,,:n eritykseen Kiimakierron pdivand 5 (péivéa 0 = estrus), kun kyseesséa on
Iyhyt tai normaalipituinen sykli. Oksitosiini johti PGF,,:n vapautumiseen pdivanad 5
vain niilla lehmilld, joilla oli lyhyt kiimakierto. Vaste oli yhtd voimakas kuin normaali-
pituisen syklin paivdna 16. Lyhyen kiimakierron aikana kohtu voi siis vapauttaa
PGF,,:n vasteena oksitosiinille aikaisemmin verrattuna normaaliin kiimakiertoon. Zol-
lers ym. (1991) ovat saaneet vastaavia tuloksia myods tutkimalla endometriumin prosta-
glandiinieritysta in vitro. He poistivat 16 liharotuiselta lehmaltd kohdun kiimakierron
paivana 5 (paiva 0 = estrus) ensimmaisen poikimista seuraavan ovulaation jalkeen. Puo-
lella lehmist& oli ollut progestageeni-implantti, joten niille odotettiin normaalipituista ja
muille lyhyttad kiimakiertoa. Endometriumin prostaglandiinieritys in vitro (sek& spon-
taani ettd oksitosiinin indusoima) oli suurempaa niilla lenmillg, joille odotettiin lyhytta

kiertoa.

Kiimakierron paivand 5 (pdiva 0 = estrus) endometriumissa on enemman oksitosiini-
reseptoreita ja vdhemméan progesteronireseptoreita lyhyen kierron aikana verrattuna
normaalipituiseen kiertoon, mik& voi selittdd voimakkaampaa vastetta oksitosiinille
(Zollers ym. 1993). Ovulaatiota edeltavélla estrogeenipitoisuudella saattaa olla vaiku-
tusta tulevan luteaalivaiheen kestoon, koska estrogeeni vaikuttaa progesteroniresepto-
reiden maaréan. Jos ovulaatiota edeltdva estrogeenipitoisuus on pieni, progesteroni-
reseptoreita syntetisoituu véhéan ja kohtu saattaa menettédd progesteronidominanssinsa
ennenaikaisesti. Kun liharotuisille lehmille laitettiin kahden paivén sisélla poikimisesta
estradioli-implantit, jotka poistettiin 40 péivaa poikimisen jalkeen, ensimmaisen ovulaa-
tion jalkeinen luteaalivaihe oli pidempi kuin kontrollilehmillda (Day ym. 1990). Mann ja
Lamming (2000) kasittelivat ovariektomoituja lehmia kolmella erilaisella estradiolian-
noksella 48 tunnin ajan follikulaarivaiheen simuloimiseksi. Ensimmaisessd kokeessa

tutkittiin endometriumiin sitoutuneen oksitosiinin maéraa, toisessa PGF,,:n vapautumis-
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ta vasteena oksitosiinille. Jalkimmaisessa kokeessa oksitosiinin antoa edelsi progestero-
nikasittely, koska ovariektomoidut lehmét eivat muuten vastaa oksitosiinistimulaatioon.
Estradioliannoksen suurentaminen véhensi selvésti oksitosiinin sitoutumista ja PGF,,:n
eritysta. Tutkijat paéattelivat, ettd alhainen estradiolipitoisuus ennen ensimmaista poiki-
misen jalkeista ovulaatiota voi johtaa ennenaikaiseen luteolyysiin, koska estradiopitoi-

suus ei ole riittdva estdmaan oksitosiinireseptorien ekpressiota ja PGF,,:n vapautumista.

Kiimansynkronointiohjelmia kehitettdessa on huomattu, ettd GnRH:n antaminen liian
pian luteolyysin indusoimiseksi annetun PGF,,:n tai sen synteettisen analogin (PG) jal-
keen vaikuttaa negatiivisesti tiinehtymistuloksiin. Schmitt ym. (1996) tutkivat hiehojen
tiinehtyvyytta PG-pistoksen jalkeen, kun ovulaatio indusoitiin GnRH:lla tai hCG:lla tai
siemennysajankohta arvioitiin kiimaoireiden perusteella. Tiinehtyvyys huonontui sel-
vasti, kun GnRH-pistos annettiin 24 tunnin kuluttua PG-pistoksesta. Kun GnRH- tai
hCG-pistos annettiin 48 tuntia PG-pistoksen jalkeen, tiinehtyvyydessé ei ollut eroa Kii-

maoireiden perusteella tapahtuneisiin siemennyksiin ndhden.

Kokeilu yht& aikaa annettujen PG- ja GnRH-pistosten vaikutuksista johti niin sanottujen
indusoitujen lyhyiden kiimakiertojen havaitsemiseen. Stevens ym. (1993) halusivat sel-
vittad, paraneeko kiimojen synkronoituminen lypsylehmilld, jos PG-pistokseen yhdiste-
tdan samanaikainen GnRH-pistos kiimakierron péivana 8 tai 10. Kiimakierron pdivana 8
la&kityista lehmisté 4/8 ja paivana 10 ladkityista 1/8 kehittivat toiminnaltaan vajavaisen

keltarauhasen ja palasivat kiimaan 7-13 p&ivaa indusoidun ovulaation jalkeen.

Taponen ym. (1999) tutkivat lypsyrotuisilla hiehoilla ja lehmillda GnRH:n vaikutuksia
annettuna 24, 48 tai 72 tuntia PG:n jalkeen. Yksi lehmé (1/3) ja yksi hieho (1/6) tulivat
kiimaan 9-10 paivan kuluttua edellisesta kiimasta, kun GnRH-pistos annettiin 24 tunnin
kuluttua PG-pistoksesta. Luteolyysi havaittiin paivana 5 tai 6 ja ovulaatio péivana 9 tai
10 (paiva 0 = ovulaatiopéivd). Taponen ym. (2002) tekivat my6hemmin vastaavan ko-
keen suuremmalla eldinmééaralld. 60 lehmélle annettiin PG-pistos kahdeksan paivéa
luonnollisen kiiman jalkeen. Osa lehmisté sai 24 tunnin kuluttua GnRH-pistoksen ja osa
toimi kontrolliryhména. Kolmasosalla GnRH-ryhméan lehmistd havaittiin ennenaikainen
luteolyysi, kontrollirynmén lehmistd ei yhdellakd&n. Tutkimuksessa seurattiin myos
kiimaoireiden voimakkuutta. GnRH-ryhmén lehmilld kiimaoireet olivat merkittavéasti

heikommat kuin kontrolliryhmén lehmilla.
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Lyhyet kierrot, joita ndissa tutkimuksissa havaittiin, muistuttavat luteolyysin ajoituksen
ja progesteronierityksen suhteen lyhyita kiertoja, joita havaitaan poikineilla lehmilla en-
simmaisen ovulaation jalkeen. Stevensin ja Taposen kokeissa lyhyita sykleja kuitenkin

edelsi normaali luteaalivaihe, jonka on ajateltu estédvan lyhyiden syklien esiintymisen.

Taposen ym. (2003) tutkimus vahvisti, ettd vuorokauden vélein annettujen PG- ja
GnRH-pistosten aikaansaamat lyhyet kiimakierrot johtuvat PGF,,:n ennenaikaisesta va-
pautumisesta. PGF,,:n vapautuminen muistuttaa normaalipituisen kierron spontaanin
luteolyysin aikaisia tapahtumia. Indusoitua lyhytta kiimakiertoa edeltdvé follikkelikas-

vu, ovulaatio ja keltarauhasen toiminta eivét eroa normaalin kiimakierron aikaisesta.

Rantala ym. (2009a) tutkivat prostaglandiini- ja GnRH-kasittelyjen valisen ajan vaiku-
tusta lyhyiden kiimakiertojen esiintyvyyteen lypsyrotuisilla hiehoilla ja lehmill4. Osalle
eldimistd annettiin prostaglandiini- ja GnRH-pistokset samanaikaisesti, osalle GnRH-
pistos 24 tuntia prostaglandiinin jalkeen. Lyhyitd kiimakiertoja esiintyi enemman, kun
prostaglandiini- ja GnRH-pistokset annettiin samanaikaisesti. Samanaikainen annostelu
kuitenkin lis&si niiden eldinten ma&ra4, jotka eivat ovuloineet GnRH:n vaikutuksesta.
Rantala ym. (2009b) testasivat, vaikuttaako GnRH-annoksen suurentaminen veren LH-
pitoisuuteen tai lyhyiden Kiertojen esiintyvyyteen. Annoksen suurentamisella ei ollut

vaikutusta.

Tutkimukset osoittavat, ettd ovulaation induktio GnRH:lla selvéasti ennen luonnollista
LH-piikkia voi lyhent&a keltarauhasen elinkaarta ja vaikuttaa tiinehtymistuloksiin nega-

tilvisesti.

3 AINEISTO JA MENETELMAT

3.1 Elaimet

Tutkimus toteutettiin Viikin opetus- ja tutkimustilan lypsylehmill&. Yhdestatoista tutki-
mukseen kaytetysta lehméstd kymmenen edusti ayrshire- ja yksi holstein-friisilaista ro-
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tua. Kolmea lehméé kéytettiin kokeessa kahdesti siten, ettd valissa oli ollut yksi mani-
puloimaton kiimakierto. Lehmat olivat kliinisesti terveitd, ja niill4 oli normaalit kiima-
kierrot. Poikimakerta vaihteli yhdesta kahdeksaan, ja edellisestd poikimisesta oli kulu-
nut vahintd&n kaksi kuukautta. Lehmat olivat kytkettyin parsiin, ja niitd ruokittiin ko-
keen aikana nurmisdilorehulla, heinéll ja vékirehulla suomalaisten ruokintasuositusten

mukaisesti. Eldinkoelupa oli myonnetty.

3.2 Koejarjestely

Kokeet suoritettiin maalis—kesékuussa 2005 ja helmi-toukokuussa 2006. Lehmien Kii-
mat synkronoitiin prostaglandiini F,, -analogilla, dekskloprostenolilla (Genestran®
0,075 mg/ml, Vetcare Oy, Salo, Suomi), 0,15 mg lihaksensisdisesti (i.m.). Perdsuolen
kautta tehdyt ultradgdnitutkimukset aloitettiin PG-pistosta seuraavana paivéna ja toistet-
tiin vuorokauden vélein, jotta saatiin selville ovulaatiopdiva (paivé 0). Pdivand 8 annet-
tiin luteolyysin k&ynnistdmiseksi uusi 0,15 mg annos dekskloprostenolia. 24 tuntia
myOGhemmin (pdiva 9) annettiin ovulaation indusoimiseksi 0,1 mg GnRH:ta i.m., (gona-
doreliini, Fertagyl® 0,1 mg/ml, Orion Pharma, Espoo, Suomi). Ultradé&nitutkimukset
aloitettiin 24 tunnin kuluttua gonadoreliinin antamisesta ja toistettiin 12 tunnin valein,
kunnes n&htiin ovulaation tapahtuneen. Taman jélkeen tutkimuksia jatkettiin vuorokau-
den vdlein seuraavaan ovulaatioon asti. Ultradénitutkimusten yhteydessa kirjattiin ylos
my0s ulkoiset kiiman oireet, muun muassa havainnot kiimalimasta ja jalkikiimaveresté.
Lehmilta otettiin kohtubiopsiat pdivind 2 ja 5 gonadoreliinilld indusoidun ovulaation

jalkeen.

3.3 Verinaytteet

\erindytteenotot plasman progesteroni- ja estradioli-17R-pitoisuuksien méaritysta varten
aloitettiin kahdeksan péivaa ovulaation jalkeen juuri ennen toista dekskloprostenoli-
pistosta. Naytteitd otettiin vuorokauden valein gonadoreliinilla indusoitua ovulaatiota
seuraavaan ovulaatioon asti. Verindytteet otettiin vakuumimenetelmallda h&nt&suonista
heparinisoituihin néyteputkiin (Vacutainer®, Becton Dickinson Vacutainer Systems,

Plymouth, UK). Naytteet sentrifugoitiin heti naytteenoton jalkeen (1400*g, 10 minuut-
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tia), ja plasma erotettiin muoviputkiin. Kustakin ndytteesta erotettu plasma jaettiin kol-

meen putkeen. Néytteet pakastettiin -20 °C:een odottamaan hormonimaarityksié.

Plasman progesteroni- ja estradioli-17R-pitoisuudet madritettiin radioimmunoanalyysilla
(RIA). Progesteronipitoisuuden tutkimisessa kaytettiin kaupallista testid (Spectria®,
Orion Diagnostica, Espoo, Suomi). Madrityksen havaitsemisraja oli 0,3 nmol/l ja siséi-
nen variaatiokerroin 10,7 % (pitoisuudella 25,1 nmol/l) — 12,3 % (pitoisuudella 8,0
nmol/l). Estradioli-17R-pitoisuus tutkittiin jokaisen naytteen osalta kahdesta rinnakkais-
naytteestd. Hormoni uutettiin ndytteista tolueenin avulla. Tolueenin haihduttamisen jal-
keen naytteisiin lisattiin kanin estradioli-R-antiseerumia. Naytteitd inkuboitiin yon yli, ja
seuraavana paivana niihin lisattiin *H-estradioli-17p-merkkiainetta. Naytteet kasiteltiin
sitoutumattoman merkkiaineen poistamiseksi, ja lopuksi mitattiin tritiumin aktiivisuus.

Havaitsemisraja oli 2 pg/ml.

3.4 Munasarjatutkimukset

Munasarjojen tutkimiseen kaytettiin reaaliaikaista B-moodi-ultradanilaitetta 7,5 MHz:n
lineaarisella rektaalianturilla (Aloka SSD-210DXII, Aloka, Japani). Ultradénilaitteen
avulla seurattiin keltarauhasen kasvua ja surkastumista, follikkelikasvua ja ovulaation
ajoitusta. Munasarjarakenteiden suurin ja pienin halkaisija mitattiin pysaytyskuvasta ja
kirjattiin ylos. Vahintaan viisi millimetrid halkaisijaltaan olevat follikkelit mitattiin. Jos
vahintadan seitseman millimetrid halkaisijaltaan olevia follikkeleita oli useita, niiden si-
jainti kirjattiin ylds. Ovulaatioksi méériteltiin suuren follikkelin yhtédkkinen h&vidminen
kahden perakkaisen tutkimuksen vélill4. Ovulaatiopéivaksi (paiva 0) madriteltiin se péi-

va, jolloin suuri follikkeli nahtiin viimeisen kerran.

3.5 Kohtubiopsiat

Kohtubiopsioiden avulla pyrittiin selvittdmaan endometriumin progesteronireseptorien,
estrogeenireseptori-o:n sekd COX-2-entsyymin méérid endometriumissa. Kohtubiopsi-
at otettiin pdivind 2 ja 5 gonadoreliinilla indusoidun ovulaation jalkeen. Néytteenottoa
varten lehmét rauhoitettiin antamalla suonensisdisesti 15-20 mg ksylatsiinia (Narco-

xyl® 20 mg/ml, Intervet Oy, Boxmeer, Alankomaat). Epiduraalipuudutukseen kaytettiin
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120 mg lidokaiinia (Lidocain® 20 mg/ml, Orion Pharma, Espoo, Suomi). Ulkosynnyt-
timien alue pestiin useaan kertaan saippualla ja desinfioitiin alkoholilla. Steriilit biop-
siapihdit vietiin kohdunkaulan lapi kohtuun perésuolen kautta ohjailemalla. Endomet-
riumista otettiin pihtien avulla neljd tai viisi palaa molemmilla nédytteenottokerroilla.
Yksi paloista kasiteltiin immunohistokemiallista tutkimusta varten inkuboimalla 24 tun-
nin ajan kymmenprosenttisessa fosfaattipuskuroidussa neutraaliformaliinissa 4 °C:n
lampotilassa (ndytteen ja formaliinin suhde 1:10). Tamén jélkeen ndytettd sdilytettiin
fosfaattipuskurissa 4 °C:n lampétilassa viikon ajan, minka jalkeen se halkaistiin kahteen
osaan, kuivattiin, upotettiin parafiiniin ja séilytettiin jadkaapissa analyysiin asti. Loput
kolme tai nelja palaa pakastettiin RT-PCR-tutkimuksia varten. Ne upotettiin valittdmasti
nestemaiseen typpeen ja séilytettiin -80 °C:ssa RNA:n eristdmiseen asti. RT-PCR-

tutkimusten tulokset eivat sisally td4han tyohon.

3.6 Immunohistokemialliset tutkimukset

Reseptorien tutkimiseen kudosleikkeista k&ytettiin niin sanottua ABC-menetelmaa (avi-
diini-biotiini-kompleksi). Menetelm&ssd primaarinen vasta-aine tunnistaa reseptori-
antigeenin. Biotiinilla leimattu sekundaarinen vasta-aine liitetddn primaariseen vasta-
aineeseen. Peroksidaasientsyymilld leimattu avidiini sitoutuu sekundaariseen vasta-
aineeseen liitettyyn biotiiniin. Peroksidaasi reagoi substraatin kanssa, ja reaktiossa syn-

tyva saostuma voidaan havaita valomikroskoopilla.

Parafiiniin valetut ndytepalat pilkottiin mikrotomilla 4 pm:n paksuisiksi leikkeiksi. Ksy-
leeni- ja alkoholikasittelyn jalkeen ndytteet kuumennettiin sitraattipuskurissa antigeeni-
en paljastamiseksi. Endogeeninen peroksidaasi salvattin vetyperoksidilla ja metanolilla.
Vasta-aineen epdaspesifinen sitoutuminen estettiin inkuboimalla néaytteitd kymmenpro-
senttisessa hevosen seerumissa. Huuhtelun jalkeen naytteitd inkuboitiin yon yli primaa-
rin vasta-aineen kanssa. Primaari vasta-aine progesteronireseptoreille oli hiiren mono-
klonaalinen 19gG2a, klooni 3a9 (Dianova-Immunotech, Hampuri, Saksa), estro-
geenireseptori-a:lle hiiren monoklonaalinen 1gG2a Ab-8, klooni AER311 (Lab Vision
Corporation, Fremont, USA) ja COX-2-entsyymille hiiren monoklonaalinen 1gG, klooni
33 (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA). Negatiivisena kontrollina oli hiiren

monoklonaalinen vasta-aine MslgG2a. Seuraavana péivana naytteitd inkuboitiin sekun-
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daarisen biotinyloidun vasta-aineen kanssa (anti-hiiri 1gG, Ba-2000, Vector Laborato-
ries, Burlingame, USA). Pesun jdlkeen naytteitd inkuboitiin streptavidiini-peroksidaasi-
liuoksessa (ABC-system, Vector Laboratories, Burlingame, USA). Lopuksi néytteitd
inkuboitiin substraatin kanssa (Nova RED, Vector Laboratories, Burlingame, USA).

Leikkeet varjattiin hematoksyliinilla ja tutkittiin valomikroskoopilla.

Progesteronireseptorien ja estrogeenireseptori-a:n maarén selvittdmiseksi tutkittiin jo-
kaisen naytteen osalta 500 solun varjaytyminen seuraavista endometriumin solutyypeis-
ta: pintaepiteeli, endometriumin rauhaset, rauhasten laskuaukot ja strooman solut. Jos
tutkittavaa solutyyppid oli ndytteessa vahemman kuin 500 solua, kaikki laskettiin ja
madré Kirjattiin ylos. Reseptoreiden vérjaytyminen arvosteltiin asteikolla negatiivinen
(0), heikko (1), keskinkertainen (2) ja voimakas (3). Tilastollisessa ké&sittelyssa varjay-
tyneiksi laskettiin ne solut, joiden vérireaktio oli keskinkertainen tai voimakas. COX-2-
entsyymin maaran selvittdmiseksi tutkittiin seuraavien endometriumin solutyyppien var-
jaytyminen: pintaepiteeli, endometriumin pinnalliset rauhaset, endometriumin syvat
rauhaset, rauhasten laskuaukot, pinnallinen strooma ja syva strooma. Véarjaytymisen

voimakkuus arvosteltiin samalla asteikoilla kuin steroidireseptorit.

3.7 Tilastollinen analyysi

Seerumin hormonipitoisuuksien vertailuun lyhyiden ja normaalipituisten kiimakiertojen
ryhmien vélilla kaytettiin toistomittausten varianssianalyysia. Koska korrelaatiot ryhmi-
en sisélla eri ajankohtien vélilla eivét olleet samanlaiset, P-arvojen laskennassa kaytet-
tiin Greenhouse-Geisserin korjauksia. Erot dominoivan follikkelin koossa analysoitiin
rilppumattomien otosten t-testilla. Immunohistokemiallisten tutkimusten tulokset analy-
soitiin Mann-Whitneyn U-testilla. Tulokset ilmoitetaan keskiarvona (+ keskihajonta).

Eroa pidettiin tilastollisesti merkitsevand, kun P < 0,05.
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4 TULOKSET

4.1 Kiimakierron pituus ja munasarjaloydokset

Tuloksissa on mukana yhteensa 13 kiimakiertoa kymmenelté eri lehmalta. Yksi kiima-

kierto jatettiin tulosten analysoinnin ulkopuolelle, koska PG-pistos ei aiheuttanut luteo-
lyysiéa.

Kokeessa havaittiin selkeasti kahdenlaisia kiimakiertoja: lyhyitd ja normaalipituisia.
Kahden kiimakierron tarkkaa pituutta ei voitu maarittadd, koska ne eivét péattyneet ovu-
laatioon. Toinen néista kierroista oli lyhyt ja toinen normaalipituinen. Lyhyitd kiima-
kiertoja oli kahdeksan (8/13), ja niiden pituus vaihteli 8-12 vuorokauden vélilla ollen
keskimadrin 8,7+0,6 vuorokautta. Normaalipituisia kiertoja oli viisi (5/13), ja niiden pi-
tuus vaihteli 18-21 vuorokauden valilla ollen keskimadrin 20,0+£1,5 vuorokautta. Tulos-
ten jatkokésittelyd varten elaimet jaettiin kiimakierron pituuden mukaan kahteen ryh-

maan, lyhyisiin ja normaalipituisiin kiimakiertoihin.

Ovulaatio tapahtui kaikilla lehmilla 24-36 tunnin kuluttua GnRH-pistoksesta. Dominoi-
van follikkelin keskimadréisessd koossa ei ollut eroa lyhyen ja normaalin kiimakierron
ryhmien valilla PG- ja GnRH-pistosten aikaan, eikd 24 tuntia GnRH-pistoksen jalkeen,
jolloin ovuloituva follikkeli nahtiin kaikilla lehmilla viimeisen kerran. Ovuloituvan fol-
likkelin keskimé&aréinen koko lyhyiden kiimakiertojen ryhmassa oli 17,6£2,5 mm ja

normaalipituisten kiertojen ryhmassé 18,4+2,5 mm.

4.2 Hormonitutkimukset

4.2.1 Plasman progesteronipitoisuus

Kuva 1 esittdd plasman progesteronipitoisuuden muutoksia ovulaation jalkeen lyhyiden
ja normaalipituisten kiimakiertojen ryhmissa. Keskimaardinen plasman progesteronipi-
toisuus oli kiimakierron paivand 8 annetun PG-pistoksen aikaan samankaltainen sek&

lyhyiden (16,1+4,2 nmol/l) ettd normaalipituisten syklien ryhmassa (15,5+5,9 nmol/l).
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Progesteroni saavutti alimman pitoisuutensa 48 tuntia PG-pistoksen jélkeen seka lyhyi-
den (2,1£1,3nmol/l) ettd normaalipituisten syklien ryhmassa (0,4+0,3 nmol/l). Progeste-
ronipitoisuus alkoi suurentua ja saavutti lyhyiden syklien ryhmédssd maksiminsa
(10,8+3,8 nmol/l) nelja (n=2), viisi (n=4) tai kuusi (n=2) paivéa ovulaation jalkeen.
Normaalipituisten syklien ryhméssd maksimi (21,9+7,6 nmol/l) saavutettiin 11 (n=1),
12 (n=1), 14 (n=1) tai 15 (n=2) paivaa ovulaation jalkeen. Tdméan jalkeen progesteroni-

pitoisuus alkoi taas laskea ja jatkoi laskuaan uuteen kiimaan asti.
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Kuva 1. Plasman keskima&rdainen progesteronipitoisuus lyhyiden ja normaalipituisten

kiimakiertojen ryhmissé ovulaation jalkeen.

4.2.2 Plasman estradioli-173-pitoisuus

Kuvassa 2 on esitetty keskimééraiset plasman estradioli-173-pitoisuudet péiving -2-8
ovulaatiosta elaimillg, joilla oli lyhyt kiimakierto, sek& eldimillg, joilla oli normaali kii-
makierto. Kuvassa 3 on esitetty kaikkien lyhyen kiimakierron eldinten péivittdiset estra-
dioli-17R-pitoisuudet alkaen kaksi paivaé ennen ovulaatiota aina seuraavaan ovulaati-
oon

saakka, ja kuvassa 4 vastaavasti kaikkien niiden eldinten, joilla oli normaali kiimakierto.
Lyhyiden ja normaalipituisten kiimakiertojen ryhmien estradiolieritys péivind -2—8 ovu-
laatiosta erosi merkitsevésti siten, etté siind oli havaittavissa seka taso- (P<0,001) ett4

profiiliero (P<0,001). Tarkasteltaessa eroja yksittéisten paivien osalta paivana 7 lyhyen
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syklin elédimet erittivat merkitsevasti enemman estradiolia.
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Kuva 2. Plasman estradioli-17R-pitoisuus lyhyiden ja normaalipituisten kiimakiertojen
ryhmassa -2-8 pdivaa ovulaatiosta.
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Kuva 3. Kaikkien lyhyen kiimakierron eldinten estradioli-17R-pitoisuudet alkaen kaksi

péivad ennen ovulaatiota seuraavaan ovulaatioon asti.

31



16 -

14 -

12 =

estradioli-17B-pitoisuus (pg/ml)
[09]

-2 -1 01 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21

pdivia ovulaatiosta

Kuva 4. Kaikkien normaalin kiimakierron eldinten estradioli-17R-pitoisuudet alkaen

kaksi péivaa ennen ovulaatiota seuraavaan ovulaatioon asti.

4.3 Immunohistokemialliset tutkimukset

4.3.1 Progesteronireseptorit

Progesteronireseptorien vérjaytyminen endometriumin pintaepiteelin, rauhasten, rauhas-
ten laskuaukkojen ja strooman soluissa oli hyvin samankaltaista seka lyhyiden ett& nor-
maalien kiimakiertojen ryhmassa. Progesteronireseptorien varjaytymisessa ei ollut tilas-
tollisesti merkitsevad eroaa myodskaan kiimakierron pdivina 2 ja 5 otettujen biopsioiden
valilla. Kuvat 5 ja 6 esittavat varjaytyneiden solujen osuuden kaikista tutkituista soluista
solutyypeittdin erikseen lyhyiden ja normaalipituisten kiimakiertojen ryhmien osalta

paivind 2 ja 5.
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Kuva 5. Vdrjaytyneiden solujen osuus kaikista tutkituista soluista solutyypeittéin
progesteronireseptorien osalta kiimakierron paivéana 2.
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Kuva 6. Varjaytyneiden solujen osuus kaikista tutkituista soluista solutyypeittéin
progesteronireseptorien osalta kiimakierron paivéana 5.

4.3.2 Estrogeenireseptori-a

Estrogeenireseptori-a:n varjaytymisessa havaittiin pienié eroja eri ryhmien ja eri péivina
otettujen biopsioiden valilla, mutta erot eivat olleet tilastollisesti merkitsevid. Kuvat 7 ja
8 esittavat varjaytyneiden solujen osuuden kaikista tutkituista soluista solutyypeittdin
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erikseen lyhyiden ja normaalipituisten kiimakiertojen ryhmien osalta paivina 2 ja 5.
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Kuva 7. Varjaytyneiden solujen osuus kaikista tutkituista soluista solutyypeittéin

estrogeenireseptori-o:n osalta kilmakierron péivéna 2.

100
90
80

70
60
% A B Lyhytkiimakierto
:g Normaali kiimakierto
20
10 |II
0]

Pintaepiteeli Rauhaset Rauhasten  Strooma
laskuaukot

Kuva 8. Vdrjaytyneiden solujen osuus kaikista tutkituista soluista solutyypeittéin

estrogeenireseptori-o:n osalta kilmakierron péivéna 5.

4.3.3 COX-2-entsyymi

Endometriumin COX-2-pitoisuudessa ei ollut tilastollisesti merkitsevéa eroa lyhyiden ja

normaalien kiimakiertojen ryhmien tai eri paivina otettujen biopsioiden vélilla.
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5 POHDINTA

Lyhyiden kiimakiertojen esiintyvyys (8/13) oli suurempi kuin Taposen ym. (2002) ai-
kaisemmassa tutkimuksessa (4/12), jossa kaytettiin taysin vastaavia hormonikasittelyita.
Koska kyse on ndin pienista eldinméaaristd, sattuma voi selittdd eron. Lyhyiden kiima-

kiertojen pituus oli samaa luokkaa kuin Taposen ym. (2002) tutkimuksessa.

Plasman progesteronipitoisuus oli paivdna 8 annetun PG-pistoksen aikaan samanlainen
riippumatta siitd, oliko lehmalle tulossa indusoidun ovulaation jalkeen lyhyt vai nor-
maalipituinen kiimakierto. TAmé& vahvistaa kasitystd, ettd PG:lla ja GnRH:lla indusoidut
Iyhyet kiimakierrot eroavat puberteetin aikana ja ensimmaéisen poikimista seuraavan
ovulaation jalkeen havaituista lyhyistd kiimakierroista. Puberteetin ja poikimisen jalkei-
sen ajan lyhyita kiertoja yhdistaé edeltdvan progesteronivaikutuksen puute, ja ovulaatio-
ta edeltdvd progestageenikasittely estdd ennenaikaisen luteolyysin (Garverick ym.
1992). Edeltdva progesteronivaikutus ei esta indusoitujen lyhyiden kiimakiertojen syn-
tya (Stevens ym. 1993; Taponen ym. 1999; Taponen ym. 2002), mika tuli esiin mygs

meidan tutkimuksessamme.

Plasman estradiolipitoisuudessa oli kiimakierron pdiving -2-8 selvé taso- ja profiiliero
Iyhyiden ja normaalipituisten kiertojen valilla. Yksittéisid péivia tarkasteltaessa ryhmien
estradiolierityksessé oli kuitenkin tilastollisesti merkitseva ero ainoastaan péivana 7,
jolloin lyhyen kierron eldinten estradiolipitoisuus oli suurempi kuin normaalin kierron
eldinten. Tulos eroaa Garverickin ym. (1988) havainnosta, etté lyhytté kiertoa edeltdvan
kiiman aikainen estradiolipitoisuus on pienempi kuin normaalipituista kiertoa edeltavan.
He tutkivat vastapoikineita liharotuisia lehmid vasikoiden varhaisen vieroittamisen jal-
keen. Lyhytta kiertoa edeltdvan pienen estradiolipitoisuuden on arveltu olevan yhtey-
dessé ennenaikaiseen oksitosiinireseptorien synteesiin ja PGF,,:n vapautumiseen. Tu-
loksemme osoittaa, ettd lyhyiden kiimakiertojen taustalla taytyy olla muita tekijoita kuin

kiiman aikainen pieni estradiolipitoisuus.

Endometriumin steroidireseptorien tai COX-2-entsyymin vérjaytymisessa ei ollut tilas-
tollisesti merkitsevaa eroa lyhyiden ja pitkien kiimakiertojen tai eri péivind otettujen
biopsioiden valilla. Tdma johtuu todenndkdisesti pienestd aineistokoosta ja kaytetyn

varjaysmenetelmén epatarkkuudesta. Zollers ym. (1993) raportoivat, ettd lyhyen Kiima-
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kierron pdivand 5 endometriumissa on vahemman progesteronireseptoreita kuin nor-
maalipituisen kiimakierron pdivana 5. Endometriumin reseptoriekspressiosta lyhyiden
kiertojen aikana kaivataan lisad tutkimustietoa, koska reseptoridynamiikan selvittami-

nen olla avain lyhyiden kiertojen syntymekanismin ymmartdmiseen.
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