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PRILOG POZNAVANJU PROMIJENA TITRA ESTROGENIH HORMONA
U TOKU GRAVIDITETA KOD KRAVA

DISERTACIJA — IZVOD*

Regulacija niza bioloskih procesa u tijelu Zivih organizama se odvija pod
uplivom neuroendokrinog kompleksa.

U tom sklopu zbivanja, estrogeni hormoni igraju znatnu ulogu. Smatra
se da estrogeni hormoni reguliraju rast i razvitak Zenskih individua u post-
natalnom a vjerojatno i u embrionalnom stadiju Zivota.

Okolnost, da je spol genetski odreden u &asu oplodnje, odreduje hoéde li
se u indiferentnom stadiju razvijati kora ili srz kli¢ne Zlijezde.

Kod Zenskih individua dolazi do razvoja kore kli¢ne Zlijezde iz koje se
kasnije razvije ovarij.

Ovarij putem sekrecije estrogenih hormona uvjetuje modifikacionu (fe-
notipi¢nu) determinaciju u smjeru Zenskog individua.

U postnatalnom Zivotu izvjesni organi pokazuju pojacanu reakcionu spo-
sobnost na djelovanje estrogenih hormona. Ova vrst organa je poznata pod
nazivom efektorni organi (target organi). '

Izraziti efektorni organi na kojima se ocituje djelovanje estrogenih hor-
mona su hipofiza, genitalni trakt, mlije¢ne zlijezde i vezivno tkivo.

Pored moguénosti djelovanja estrogenih hormona na efektorne organe,
postoji veca ili manja osjetljivost stani¢nog metabolickog sistema na estro-
gene hormone.

Tako na primjer prema navodima iz PINCUS-a (1955) estrogeni hormoni
djeluju stimulatorno na rast epitelnog tkiva u uterusu, vagini i jajovodu.
Zatim u€estvuju u formiranju sekundarnih spolnih oznaka.

Isto tako u zajednici s gonadotropnim hormonima utjeCu na odvijanje
spolnog ciklusa.

Pored navedenih djelatnosti, postoji jo§ dugi niz fizioloskih procesa na
koje djeluju estrogeni hormoni. Na osnovu navedenih efekata estrogenih hor-
mona, nauka je stala na stajalite da je uloga estrogenih hormona u Zivotu
viSih organizama regulatorne prirode.

Do nedavna se smatralo da pojedini hormoni djeluju samostalno na odvi-
jane fizioloskih procesa u tijelu visih Zivih organizama.

Novija endokrinoloska istrazivanja opovrgla su ovo stajaliste.

Tako prema navodima SCHEUNEERT-TRAUTMAN-a (1965) djelovanje
hormona je moguée samo u okviru jednog sloZenog bioloskog sistema.

* Disertacija obranjena 16. rujna 1968. godine.
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Ovaj slozeni bioloki sistem poznat je pod nazivom neuroendokrini kom-
pleks. Samo nam ime govori da je taj kompleks sastavljen zapravo iz dva
sistema: nervnog i endokrinog. Endokrini sistem je sastavljen iz vise hormon-
skih grupa. Hormonske grupe koje salinjavaju endokrini sistem jesu: hipo-
fizarni hormoni, hormoni §titnjaée, hormoni kore nadbubreZne zlijezde, spolni
hormoni itd.

Djelovanje endokrinog sistema zavisi o medusobnim kvantitativnim od-
nosima hormona koji ga sac¢injavaju. Prema tome moZemo zakljuciti da dje-
lovanje estrogenih hormona zavisi o njihovom kvantitativnom odnosu spram
ostalih hormona ¢lanova endokrinog sistema.

Obzirom na svoje porijeklo estrogeni hormoni mogu potjecati iz razli¢itih
izvora.

Do sada poznati izvori su animalnog, biljnog i sintetskog porijekla.

Estrogeni hormoni koji potjetu iz Zivotinjskih izvora imadu molekulu
steroidne strukture. Pored estrogenih hormona steroidnu strukturu imaju jo$
progesteron, androgeni hormoni i hormoni kore nadbubrezne ziljezde §to smo
i prikazali ovim formulama.
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Promatrajuci ove formule uo¢avamo da estrogeni i androgeni hormoni
(spolni hormoni) na poloZaju broj 17 svoje molekule nemaju za razliku od
progesterona i hormona kore nadbubrezne Zlijezde vezan nikakav postrani
lanac ugljikovih atoma.

Razlika izmedu estrogenih i androgenih hormona sastoji se u tome $to
estrogeni hormoni na polozaju broj 10 svoje molekule nemaju adiranu me-
tilnu skupinu.

Nedostatak metilne skupine na poloZaju broj 10 daje mogudénost da
prsten A molekule estrogenih hormona imade fenolni karakter.

Osnovni kemijski spoj od kbjeg se odvode estrogeni hormoni jeste estran
Cis Hs poznat jo$ pod imenom ciklopentanoperhidrofenantren.

Glavni predstavnici estrogenih hormona koji su pronadeni kod Zivotinja
su ESTRON, BESTRADIOL i ESTRIOL.

Kako su ova tri estrogena hormona prvi pronadeni, donedavno se smat-
ralo da su oni jedini (stoga su i nazvani klasi¢ni). Novija su istraZivanja
pokazala da ih imade znatno viSe. Tako prema navodima GREEN-a kod ljudi
je do 1965. pronadeno 17 estrogenih hormona, koji su s klasi¢nim identi¢ni
samo u A prstenu svoje molekule (imaju aromatsku strukturu).

Razmjestaj pojedinih funkcionalnih grupa na njihovoj molekuli se razli-
kuje od smjeStaja funkcionalnih grupa klasi¢nih estrogenih hormona.

U tijelu vis$ih organizama estrogene hormone nalazimo u slobodnim i
konjugiranim oblicima.

Najznacajniji konjugati estrogenih hormona su spojevi sa sumporom i
glukuronskom kiselinom.

Prema nekim autorima kao na primjer O’'DONEL (1961) jedan dio estro-
genih hormona u plazmi krava je vezan za albumin. Zbog nerazvijenosti
tehnickih sredstava ova veza do danas nije potpuno dokazana.

Sto se tiCe estrogenih hormona kod bilja nalazimo ih u steroidnim i
nesteroidnim oblicima.

Na osnovu dosadasnjih istrazivanja ovoga podru¢ja moZemo zakljuditi
da kod biljaka previadavaju estrogeni hormoni nesteroidnog tipa. Prema
HENRICKS-u (1961) najznacajniji predstavnici biljnih estrogenih supstanci
su genistein iz skupine izoflavona i kumestrol iz skupine kumarina. Geni-
stein je prema POPE-u za 30 puta reaktivniji od kumestrola.

Od estrogenih hormona koji potjetu iz sintetskih izvora najpoznatiji je
stilbestrol, dok su heksestrol i dinestrol manje poznati.

Poznato je da stilbestrol pokazuje relativno visoku estrogenu aktivnost,
te se kao takav upotrebljava u stoCarstvu prilikom tova, te u veterinarskoj i
humanoj medicini (u terapeutske svrhe).

Estrogeni hormoni animalnog porijekla imaju izvjesnu sliénost sa estro-
genim hormonima biljnog i sintetskog porijekla. Ova sli¢nost se sastoji u
tome da oni u svojim molekulama imaju prstenove sa aromatskom struktu-
rom (Sto se vidi iz donjih formula).

-285




ESTROGENI HORMONY STEROIDMNOG TIPA

| o
| o
OH
‘ oy en |
!’ CM, oM
o OK 0"/
ESTRADIOL. ESTRON ESTRIOL
i
FITOESTROGEN|
0
O 0
oW, Vg
OM
4l
OH
ceNlsTEIN Y CUMESTROL

Na osnovu ove sli¢nosti moZemo izvuéi zakljucak o njihovoj istovrsnoj
aktivnosti poznatoj pod nazivom estrogena aktivnost.

Ludenje estrogenih hormona nalazimo kod mus$kih i Zenskih Zivotinja.
Postoji nekoliko izvora estrogenih hormona kod visih organizama. Izvori estro-
genih hormona kod Zenskih Zivotinja su ovariji a kod muskih testisi. Pored
navedenih izvora kora nadbubreZne Zlijezde kod mus$kih i kod Zenskih Zivo-
tinja luci estrogene hormone.
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Znadajan izvor estrogenih hormona jeste fetoplacentarna jedinica (za
vrijeme graviditeta).

Fetoplacentarna jedinica po svom proizvodnom kapacitetu za estrogene
hormone nadmasuje prethodno navedene izvore. Po pitanju biogeneze estro-
genih hormona dosada se mnogo ne zna. Na osnovu istraZivanja velikog
broja autora smatra se da su acetati glavni ishodi$ni materijal za sintezu
estrogenih hormona. Kao prilog postavci o sintezi estrogenih hormona iz
acetata navest demo istrazivanja SAVARD-a (1958). SAVARD je injicirao
kobili acetate markirane s radioaktivnim ugljikom (%#C). Nakon izvjesnog
vremena po injiciranju u mokradi kobile su pnonadeni radioaktivni metaboliti
estrogenih hormona.

Nacin djelovanja estrogenih hormona do danas nije sasvim razjasnjen.

Razlog ove nejasnode lezi u ¢injenici da do sada nisu sasvim poznati niti
metabolizam niti mehanizam djelovanja estrogenih hormona.

BREUER (1962) smatra da je metabolizam estrogenih hormona jedan
sloZzen biokemijski proces.

Ovaj proces zapocinje biogenezom pa preko intermedijarnog metabolizma
zavr$ava konjugacijom i degradacijom estrogenih hormona. Konjugacija i
degradacija estrogenih hormona se vrs$i u jetri nakon cega se putem bubrega
izluCuju u mokracéu kao otpadni produkt.

Jedna od najznacdajnijih reakcija koja se zbiva u toku intermedijarnog
melabolizma jeste reverzibilna reakcija prelaska estrona u estradiol
(E1 2 Ez). Ova reakcija igra jednu od bitnih uloga prilikom procesa bi-
oksidacije. Prema ZARROW-u (1964) uloga estrogenih hormona prilikom
procesa biooksidacije se tumaci time $to oni igraju ulogu koencima encima
dehidrogenaze prilikom procesa transhidrogenacije.

U pogledu objasnjenja mehanizma hormonalnog djelovanja, angazirali
su se brojni istraZivaci no niti jedan od njih nije mogao dati zadovoljavajuci
odgovor. .

Tumacenja ovih autora su bila uglavnom sli¢na. Ovdje smo izabrali tuma-
¢enje HECHTER-a (1955) (buduéi da je ono najtipi¢nije za problematiku
djelovanja hormonalnog mehanizma).
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Hechter u svom tumacenju mehanizma hormonalnog djelovanja navodi
3 hipoteze na osnovu kojih moZemo stvoriti izvjesne pretpostavke o hormo-
nalnom djelovanju.

Prva od ovih triju hipoteza se temelji na staroj Ehrlichovoj teoriji o po-
stojanju grupa receptora na stani¢noj membrani. Prema ovoj hipotezi estro-
geni hormoni stupaju u kemijsku reakciju s navedenim receptorima.

Posljedica ove reakcije je promjena fizikalno-kemijskog stanja stanine
mebrane, $to se ocituje u povedanju njenog permeabiliteta (propustljivosti).

Druga hipoteza je neSto novijeg datuma, a postavio ju je 1941. Green.
Prema Greenu hormoni igraju ulogu koencima prilikom encimatskih reakcija.

Treéa hipoteza se zasniva na pretpostavci da estrogeni hormoni djeluju
kao aktivirajuca supstanca na odvijanje niza metabolijskih procesa (signalna
teorija).

U jednom svom najnovijem napisu HECHTER (1965) smatra da estrogeni
hormoni djeluju kao koencim na encim polimerazu prilikom sinteze RNK.

Uloga proteinske komponente (histoni kod sisavaca) prema navodima
STILINOVIC-a 1966. godine nije razjasnjena, ali postoji glediste o histonskoj
blokadi izvjesnih dijelova spirale DNK, ¢ime je vjerojatno uvjetovana diferen-
cijacija tkiva kod viSe stani¢nih organizama. Time je u stvari omogudeno na
izvjesnim mjestima razdvajanje dvostruke spirale DNK, a time se oblikuje
nukleusov kalup. Prema tom kalupu u odredenim uvjetima ée se oblikovati
potrebna m- RNK (glasonosa RNK) i ostale RNK.

Ta se pojava manifestira u novim kvalitetnim promjenama na Zivom or-
ganizmu u vidu sinteze odredenih proteinskih molekula, odnosno fermenata
u stanici. Dosadasnja istraZivanja pokazala su da estrogeni hormoni stimuli-
raju te procese, pa prema tome oni su i faktori koji u odredenoj situaciji
uklanjaju histonsku blokadu na odredenim dijelovima (genima) spirale DNK.
Time je omogucena aktivnost gena koji se nalaze locirani na doti¢nom mje-
stu u spirali DNK.

Na temelju svih navoda prethodno navedenih moZemo zakljuciti da jo$
ne poznamo mehanizam djelovanja hormona opdéenito, ali da je i najvise
svjetla uneseno bas$ na podrudju mehanizma djelovanja estrogenih hormona
u Zivotinjskom organizmu.

Istrazivanju estrogenih hormona u govedarstvu prethodila su istraziva-
nja na ovariju i placenti koje je izvrSio FELLNER (1913) godine. Fellner je
naSao da je alkoholni ekstrakt ovarija uvjetovao hiperplaziju uterusa kod
kunica. Do istih rezultata je neovisno od Fellner-a doSao i SEITZ (1914) go-
dine. Veliku prekretnicu u istrazivackom radu na tome podruéju predstavlja-
lo je uvodenje bioloskih metoda za odredivanje estrogene aktivnosti.
Prvi bioloski test na osnovu kojega se numeri¢ki izraZavala estroge-
na aktivnost bio je Allen-Doisey-ev test izveden 1923. godine, a upotrebljava
se jo$ i danas (EMENS 1950). Prva istrazivanja u govedarstvu pomocu toga
testa izvrSili su 1927. PARKES i BELLERBY. Ta istrazivanja su izvrSena
na uterusu i placenti krava.
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Istraziva¢i su pronasli da uterus ¢&ija je prosjetna teZzina iznosila 2,163 kg
dao 9,492 g »suhe hormonske supstance«, $to je odgovaralo 809,8 mi§jih jedi-
nica (1 mj = 100 ng estrona). Daljnjim istraZivanjima na podrucju estro-
genih hormona kod goveda preslo se na analizu njihovog sadrzaja u tjelesnim
tekuéinama. Buduéi da jo$ nisu bile razvijene metode za direktno kvantitativ-
no odredivanje estrogenih hormona, to su sva tadasnja istraZivanja zasnovana
na mjerenju estrogene aktivnosti (bioloski testovi). Kao primjer takvog
istrazivanja jeste odredivanje estrogene aktivnosti urina gravidnih krava.
Ta istraZivanja je sproveo Zondek 1928. godine dobivsi aktivmost od 4.000
do 6.000 mj. nakon prerade 200 1 kravljeg urina.

Nastavak toga istrazivanja su radovi HISAW-a i suradnika te NIBLER-a
i suradnika.

HISAW i suradnici (1929. godine) utvrdili su da je doslo do porasta estro-
gene aktivnosti u urinu u razdoblju od 45-og do 100-og dana gravidnosti. Do
kraja graviditeta estrogena aktivnost je iznosila i do 6.000 Stakorskih jedinica.

NIBLER i suradnici (1929 godine) su zapazili isto porast estrogene aktiv-
nosti izmedu 45-og i 100-og dana graviditeta.

Za razliku od HISAW-a, NIBLER i suradnici su na kraju graviditeta
na$li aktivnost samo od 500 $takorskih jedinica. Godinu dana kasnije TUR-
NER i suradnici, medu kojima se nalazi i NIBLER 1930. godine pronalaze
da krave is$to¢no-frizijske pasmine izluCuju viSe estrogena od krava jersey
pasmine. Ista ekipa pronalazi jo§, da mlije¢ne pasmine krava luCe viSe estro-
genih hormona od mesnih pasmina.

U prilog te tvrdnje govori i nalaz ANDERSON-a (1934) koji je takoder
nasao vece koli¢ine estrogene supstance u urinu mlijecnih u usporedbi sa
mesnim pasminama. Hidrolizom urina BARIE i suradnici 1935. su prona$li

da jedna litra urina od gravidnih krava pokazuje aktivnost od 17.000 misjih

jedinica.

Izolacija estrogenih hormona iz biolo$kih supstanci otvara mogucnost
njihovog kvantitativnog odredivanja.

Prvi izolirani estrogeni hormon steroidnog tipa bio je estron. Taj spoj su
pronasli 1929. godine neovisno jedan od drugoga DOISY u Americi i BU-
TENANDT u Evropi.

Nakon otkriéa estrona dolazi do izolacije estriola koju je izvrsio MAR-
RIAN (1930 godine).

Zadnji od te grupe klasi¢nih estrogena izoliran je estradiol kojega su
izolirali SCHWENK i HILDEBRANDT (1933).

U to vrijeme pada i otkriéce KOBER-ove reakcije (1931), koja je do dana
dana$njega ostala jedan od temelja analiticCkog odredivanja estrogenih
hormona.

Dolaskom Drugog svjetskog rata doslo je do izvjesne stagnacije u istra-
zivanjima te vrste. Poslije rata LEVIN 1945. je utvrdio povec¢anu koncentra-
ciju estrogenih hormona u fecesu gravidnih krava.
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Prema BENNET-u (1946) za vrijeme, a i neposredno poslije rata, u
Australiji je primijecen znatan porast steriliteta i prolapsusa uterusa kod
ovaca napasivanih na podzemnoj djetelini (trifolium subteraneum).

Tim je nalazom skrenuta paZnja na ishranu kao jednog od bitnih faktora
koji pridonose estrogenoj aktivnosti u Zivotinjskom organizmu.

Poslije nalaza u Australiji slijedi mno$tvo pokusa s govedima tretiranim
s estrogenim supstancama (DES) imalo je za posljedicu signifikantno pove-
¢anje prirasta (ANDREWS i suradnici 1954).

Ta je pojava na veliko iskoriStavana u industrijskom tovu goveda.

Istovremeno se sve viSe vodi racuna o biljkama kao izvorima estrogene
supstance. BRADBURY (1954 godine) smatra da su biljni produkti koji iza-
zivaju estrogenu aktivnost steroidi, te ostali hidrofenantrenski spojevi i
stilbeni.

Isti autor navodi neke biljke kao nosioce estrogene aktivnosti, to su
sjeme zobi, repe (beta vulgaris) itd. Navedenim radovima slijede radovi niza
istraZivaca koji obraduju estrogenu supstancu kod boljaka.

Od svih radova najpoznatiji su radovi POPE-a (1959. godine) koji opisuju
estrogenu supstancu na britanskim pasnjacima.

Gotovo u isto vrijeme istraZevanje estrogenih aktivnosti biljaka vrsi u
Americi BICKOFF (1960. godine) koji zajedno sa svojim suradnicima opisuje
estrogenu aktivnost u raznim stadijima zrelosti.

Veoma interesantne podatke daju SMITH i suradnici (1956. godine) o
koncentraciji estrogenih hormona u mokradi gravidnih krava. Ta su istra-
Zivanja izvrSena primjenom fluorimetrijske metode. IstraZivanja su obavili
na kravama koje su bile u razli¢itim stadijima graviditeta. U mokraéi krava
gravidnih 250 dana je 32 mcg/l estradiola, i 7,2 mcg/l estriola. U krava gra-
vidnih 275 dana nadeno je 77,6 mcg/l estradiola, 4,6 mcg/l estrona i 5,8 mcg/1
estriola.

EL ATAR je (1957. godine) izvrsio ispitivanje omjera koli¢ine estrogenih
hormona izmedu fecesa i urina kod visoko gravidnih krava. Kod krava gra-
vidnih izmedu 215 i 263 dana taj je omjer iznosio 1:1,25 u korist urina.

Kod krava koje su bile gravidne od 271 do 273 dana omjer estrogenih
hormona je bio 1:1,47 u korist urina.

Jedino kod krava gravidnih od 167 do 210 dana taj je omjer bio 1:0,1 u
korist fecesa.

U isto vrijeme TURNER (1957. godine) ispituje estrogenu aktivnost krav-
ljeg mlijeka. Na osnovu dobivenih rezultata Turner zaklju¢uje da sa razvojem
graviditeta raste i estrogena aktivnost mlijeka.

VELLE VEIRT je (1958. godine) utvrdio u mokradi teladi tretirane sa
2 mg estrona slijedede koli¢ine estrogenih hormona: u 250 ml mokrade prije
iniciranja bilo je 10 mcg estradiola, a nakon iniciranja je bilo 7,8 mcg dok je
koliCina estrona prije iniciranja iznosila 2 mcg, a poslije iniciranja 80 mcg.
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U urinu gravidnih krava KLEIN i suradnici (1959. godine) su nasli 0,3 mg
estrona i 0,1 mg estradiola u 100 ml urina.

ROMMEL (1964. godine) je izvrSio izolaciju estrogenih hormona iz biolos-
kih medija pomocu mikrosublimacije. Na taj nacin je dobio u kristalnoj
formi i estradiol iz amnionske tekucine krava, zatim je dobio estron iz
urina visoko gravidnih krava. U isto vrijeme ADLERKREUTZ i suradnici
(1965. godine) obavljaju analizu Zuc¢i krave gravidne 6 mjeseci. U 400 ml
Zuci spomenuti autori su nasli 24 mcg estradiola.

Kvantitativno odredivanje estrogenih hromona u urinu gravidnih krava
izvrSili su KUDLAC i suradnici 1966. godine. Za analize estrogenih hormona
oni su sakupljali urin kroz 24 sata.

U prvoj tredini graviditeta Zivotinje su pokazivale kvantitativni ekviva-
lenat jednak 85 mcg estrona. Maksimalna koli¢ina estrogenih hormona do-
bivena neposredno pred partus iznosila je 17.213 mcg, dok je u periodu post-
partuma ta koli¢ina postepeno padala.

Napredak u istrazivalackom radu na podru¢ju estrogenih hormona kod
goveda predstavljaju istrazivanja u krvnoj plazmi. IstraZivanje estrogenih
hormona u krvnoj plazmi je zapolelo odredivanjem njene estrogene aktivno-
sti primjenom bioloskog testa. Ova je istraZivanja prvi zapoteo SABA (1963.
godine). Krvna plazma zivotinja obuhvadena tim istrazivanjima nije pokazala
nikakove estrogene aktivnosti sve do 41 dana prije partusa. Tada je estrogena
aktivnost krvne plazme ispitivanih Zivotinja bila jednaka aktivitetu 0,028 mcg
estradiola.

Na sam dan partusa estrogena je aktivnost krvne plazem ispitivanih Zi-
votinja bila ravna aktivnosti 0,15 mcg estradiola. Poslije partusa se estrogena
aktivnost umanjivala, tako da se nakon 11 dana sasvim izgubila. Slijedede
cdredivnje estrogene aktivnosti krvne plazme su izvr$ili POPE i suradnici
(1965. godine).

Rezultati njihovoga istrazivanja su pokazali da 1'1 krvne plazme krava
gravidnih 6 mjeseci pokazuje estrogenu aktivnost ravnu 1 mcg estrogena. Kod
krava gravidnih 7 do 9 mjeseci estrogena je aktivnost 1 1 krvne plazme bila
ravna aktivnosti 8 mcg estrona.

Kod krava u estrusu i krava gravidnih 2 do 3 mjeseca nije utvrdena
nikakova estrogena aktivnost krvne plazme.

CAR i ROBIC (1966. godine) su izvrsili kvantitativno odredivanje estro-
genih hormona u krvnoj plazmi sterilnih i nestreilnih negravidnih krava
(primjenom Ittrich-ove fluorimetrijske metode). Koncentracija esirogenih
hormona u 100 ml krvne plazme nesterilnih negravidnih krava je iznosila u
prosjeku 40 ng.

Kod sterilnih krava ta je koncentracija bila visa, te je u prosjeku izno-
sila 160 ng/100 ml.

Nesto kasnije ROBIC i CAR (1967. godine) odredili su koncentraciju
estrogenih hormona u krvnoj plazmi teladi oba spola u pretpubertetskoj dobi
do 3 mjeseca. Koncentracija estrogenih hormona u krvi muske teladi je u
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prosjeku iznosila 208 ng %. Unato¢ povisene koncentracije estrogenih hor-
mona u krvnoj plazmi Zenske teladi nije utvrdena statisticki opravdana raz-
lika izmedu obje grupe.

Istrazivanja na podrucju estrogenih hormona se temelje na dvije vrste
metoda.

U prvu vrstu spadaju bioloSke metode, a u drugu fizikalnokemijske
metode.

Biolo$ke metode se temelje na odredivanju aktivnost iskazane na nekom
tkivu ili organu ispitivane Zivotinje. Prema EMMENS-u (1950) temelj nau¢nog
odredivanja estrogene aktivnosti jeste rad STRECKARD-a i PAPANICOLAV-a
1917. godine. U tome radu spomenuti su autori opisali kornifikaciju vaginal-
nog epitela kod Zenke zamorca za vrijeme estrusnog ciklusa.

Taj je nalaz bio podloga na osnovu koje su ALLEN i DOISY 1923. godine
temeljili svoju metodu za odredivanje estrogene aktivnosti, koja je uz izvjesne
modifikacije u upotrebi jo$ i danas imenom ALLEN-DIOSY-ev test.

ALLEN-DIOSY-ev test se zasniva na registraciji epitelijalnih promjena
vaginalne sluzokoZe (tunica mucosa) pod utjecajem estrogenih hormona kod
nezrelih misjih Zenki.

Pored ALLEN-DOISY-evog testa postoji jo§ i ASTVOOD-ov zatim BUL-
BRING i BRUNOV test (1935).

Fizikalno kemijske metode obuhvacaju veliki broj metoda za kvalitativna
i kvantitativna odredivanja estrogenih hormona. U posljednje se vrijeme naj-
veci broj kvantitativnih odredivanja estrogenih hormona zasniva na primjeni
kolorimetrijskih i fluorimetrijskih metoda. U manjoj mjeri kvantitativnho odre-
divanje estrogenih hormona se obavlja pomodu radioizotopnih, metoda plin-
ske kromatografije i metoda masenespektografije.

Kolorimetrijska metoda se temelji na mjerenju ekstinkcije ulaznog inten-
ziteta svjetla. Jedna od tipi¢nih predstavnika kolorimetrijskih metoda jeste
metoda po OERTL-u (1962). Ta se metoda temelji na hidrolizi i ekstrakciji
estrogenih hormona iz krvne plazme. Na taj se nadin dobivaju purificirani
hormoni. Poslije purifikacije hormoni se podvrgavaju tretmanu s koncen-
triranom sumpornom kiselinom i kuhaju u vreloj vodi. Nakon zavrsenog ku-
hanja doda im se otopina p-nitrofenola otopljenog u tetrakloretanu. Poslije
dodavanja p-nitrofenola stvara se kompleks kromogena, koji se moze kolo-
rimetrijski odrediti. Reakciju koja je dovela do stvaranja kromogena otkrio je
KOBER jo$ 1931. godine. :

Daljnjim istraZivanjem je utvrdeno da svjetlo Zivine lampe propusteno
kroz zeleni filter (546 myp) pobuduje fluorescencu. Intenzitet pobudene ener-
gije odgovara koli¢ini estrogenih hormona u ispitivanom uzorku.

Metodu fluorimetrijskog odredivanja estrogenih hormona u tjelensim
tekucinama je razradio ITTRICH (1958. i 1961. godine). Prema STRICKLER-u
1961. godine primjenom ITTRICH-ove metode mjerenja fluorescence povecana
je osjetljivost u odredivanju estrogenih hormona.
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Od niza radioizotopnih metoda najpouzdanija je dvostruka derivatna
metoda prema SWENSDEN-u (1960. godine). Ova metoda koristi BJ i S is-
koristavajué¢i moguénost jodiranja i sulfoniranja izvjesnih poloZaja na mole-
kuli estrogenih hormona.

Iz naprijed iznesenog se vidi da se u istrazivanju estrogenih hormona
primjenjuje veliki broj metoda. Osvrnuvsi se na istraZivanje estrogenih hor-
mona u krvnoj plazmi goveda, uocljivo je da su ona do sada obavljena jedino
primjenom bioloskih metoda SABA (1964. godine), POPE (1965. godine).

Unatot svojoj osjetljivosti na estrogenu supstancu, bioloski testovi imaju
i svoj nedostatak.

Taj se nedostatak o¢ituje u tome, da nikada ne postoji apsolutna sigur-
nost da je reakcija pokusnih zivotinja izazvana jedino pod utjecajem tret-
mana s estrogenim supstancama. Stoga je unato¢ pouzdanih bioloSkih testo-
va, nemogude ta¢no kvantitativno odrediti estrogene hormone u tjelesnim
tekuéinama zivih bica.

Najta¢nije kvantitativno odredivanje estrogenih hormona moguce je
jedino primjenom fizikalno-kemijskih metoda. Pomocu kolorimetrijskih i flu-
orimetrijskih metoda moguda su odredivanja koncentracije estrogenih hor-
mona u sluajevima odredivanja ukupne koli¢ine. Ukoliko se radi o prouca-
vanju metabolizma estrogenih hormona u svakom slucaju su preporucljive
metoda plinske kromatrografije i metode masene spektrografije.

Glavni problem odredivanja koncentracije estrogenih hormona (primje-
nom fizikalno kemijskih metoda) sastoji se u njihovoj purifikaciji.

Purifikacija ekstrakta estrogenih hormona se obavlja primjenom kro-
matografije (stupac, papirna i tankoslojna kromatografija).

U ovome nasem sluc¢aju prislo se istrazivanju koncentracije estrogenih
hormona kod krava u razli¢itom stadiju graviditeta primjenom fluorimetrij-
ske metode (Ittrichova metoda), kao najprikladnije u ovom momentu.

Izmedu niza fizioloskih funkcija na koje imaju upliv estrogeni hormoni
jedna od najvaznijih jeste svakako proces reprodukcije.

Proces reprodukcije pripada medu osnove proizvodnje domacih Zivotinja.
Ukoliko dolazi do poremedaja u procesu reprodukcije, to se onda odrazava
u proizvodnji mesa, mlijeka, jaja itd. Dosadanjim istrazivanjima utvrdeno je
djelovanje estrogenih supstanci na proces reprodukcije.

BENETS (1946. godine) i EMMENS (1950. godine) govore da ishrana Zi-
votinja s hranom bogatom estrogenim supstancama dovodi do poremecaja
u procesu reprodukcije.

Istrazivanja SABA-e (1963. godine) i POPE-a (1965. godine) su pokazala
poveéanu estrogenu aktivnost krvne plazme gravidnih krava u toku zadnjih
stadija graviditeta. Isto tako iz rezultata istraZivanja CAR-a i ROBIC-a (1966.
godine) se vidi da postoji statisti¢ki opravdana povezanost izmedu povedane
koncentracije estrogenih hormona u krvi goveda sa sterilitetom.

Isto tako prema ROBIC-u i CAR-u (1967. godine) postoji povec¢ana koncen-
tracija estrogenih hormona u krvnoj plazmi teladi oba spola u predpubertet-
skoj dobi.
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Od citiranih autora samo su SABA i POPE ispitivali koncentraciju estro-
genih hormona u toku graviditeta. No ta istrazivanja nisu obuhvatila cijeli
tok graviditeta (uz to su to bili i bioloski testovi), nego samo vise stadije.

Na taj su nacin ostale nepoznate koncentracije estrogenih hormona u
pocetnim stadijima graviditeta.

U cilju razjasnjavanja tih promjena od ranog stadija (40-og dana) pa do
najkasnijih stadija (284-og dana) graviditeta, prislo se istrazivanju koncen-
tracije estrogenih hormona u krvnoj plazmi 44 gravidne simentalske krave.

MATERIJAL I METODA RADA

Odredivanje koncentracije estrogenih hormona je izvr$eno na 44 gra-
vidne krave simentalske pasmine. Ispitivane Zivotinje su podijljene u 4 grupe
prema stadiju graviditeta i to na slijede¢i nacin:

1. grupa 10 Ziv. grav. 40— 76 dana u prosj. 58,90 dana
2. ., 13 » 111—149 ” 127,06 ,,
3. ., 1, »  158—222 " 186,36 ,,
4. ,, 10 , » 243284 " 266,70 ,,

Za ispitivanje koncentracije estrogenih hormona u krvnoj plazmi uzi-
mali smo jednokratno 1000 ml krvi iz vene jugularis.

Dobivenu krv smo heparinizirali sa 1 ml heparina kako bi sprijecili
gruSanje.

Kemijsko odredivanje estrogenih hormona u krvnoj plazmi gravidnih
krava izvrSeno je primjenom Ittrichove metode (1959. g.i1962. g).

Prije pocetka analiti¢kog postupka, bocu s uzorkom krvne plazme smo
izvadili iz hladnjaka i zagrijali u vodenoj kupelji kod 38° do 40°C. Bocu s uzor-
kom smo drzali u toploj kupelji do potpunog otapanja njenog sadrzaja (odle-
divanja).

Kada je otapanje bilo zavr§eno u Erlenmayerovu tikvicu od 500 ml smo
stavili 50 ml otopljene krvne plazme, zatim dodali 40 ml aque destilatae
steril.

Tome sadrzaju smo dodali 6 ml koncentrirane solne kiseline (p. a.), po-
slije ¢ega je Citava sadrzina tikvice promudckana i podvrgnuta hidrolizi u
vodenoj kupelji.

Sve upotrebljene kemikalije su bile pro analysi.

Poslije jednosatne hidrolize, tikvica s hidrolizatom se hladila pod teku-
¢om vodom. Poslije hladenja hidrolizat je prebac¢en u lijevak za odjeljivanje
zapremine 1000 ml gdje mu je dodano najprije 16 ml 10/n NaOH, a zatim
40 ml benzola.

Poslije dodavanja spomenutih otopina ¢&itav sadrzaj lijevka je mugkan
3 minute.

Tim postupkom zapocinje proces ekstrakcije estrogenih hormona od
neutralnih steroida. Posto je muckanje sadrZaja lijevka bilo zavr$eno dodali
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smo 40 ml petroletera i ponovno muckali 3 minute. Poslije zavr$etka mudka-
nja lijevci su ostavljeni da miruju tako dugo dok se ne odijele organska
(gornja) i alkalijska (donja) faza.

Kada je razdvajanje zavreno ispustena je donja (alkalijska) faza u
Erlenmayrovu tikvicu, dok je gornja (organska) podvrgnuta dvokratnom
pranju sa po 25 ml 1/n NaOH.

PoSto je pranje zavrSeno ponovo se oba ekstrakta spajaju (ekstrakt sa
10/n NaOH + ekstrakt sa 1/n NaOH.

Navedenom ekstrakcijom nisu dobiveni Cisti estrogeni hormoni, veé se
oni nalaze u zajednici s drugim steroidima.

Odvajanje estrogenih hormona od ostalih steroida obavlja se tako da se
spojeni ekstrakti podvrgnu neutralizaciji s koncentriranom solnom kiseli-
nom sve dok se ne postigne vrijednost ph 7,00. Tako neutralizirana otopina
puferizira se pomocu NaHCO; sve dok vrijednost ph ne iznosi 8,00 + 0,5.
Puferizirana otopina se prebacuje u lijevak za odjeljivanje gdje se podvrgava
trostrukoj eterskoj ekstrakciji.

Prve dvije ekstrakcije se obavljaju svaka sa po 80 ml etera, a treda
ekstrakcija se obavlja sa 40 ml etera.

Kada je ekstrakcija zavrSena ecterski ekstrakt se podvrgava pranju sa
NaHCOs; i destiliranom vodom (2 pranja sa NaHCO; i 2 pranja sa destili-
ranom vodom).

Posto je pranje zavrSeno eterski se ekstrakt filtrira preko brezvodnog
Na;SO; u tikvicu za isparavanje. Eterski estrakt se isparuje u vodenoj ku-
pelji pod strujom dusika.

Temperatura vodene kupelji ne smije prelaziti 40°C (da se izbjegne even-
tualna razgradnja estrogena). Ispareni ostatak se otopi u 1 ml etilnog alko-
hola nakon cCega se alkalnoj otopini doda 50 ml benzola. Poslije dodavanja
benzola citava se sadrzina tikvice prebaci u lijevak za odjeljivanje, a ispraz-
njena tikvica se ispere sa 20 ml petroletera (ispirak se prebaci isto u lijevak
za odjeljivanje). U lijevku za odjeljivanje se izvrSi dvokratna ekstrakcija sa
po 25 ml 1/n NaOH. Skupljenom ekstraktu se doda 5 ml koncentrirane HCI
i 1 gr NaHCO; poslije Cega se alkalni ekstrakt prebaci u lijevak za odjelji-
vanje.

Alkalni ekstrakt se zatim podvrgava ekstrakciji (2 puta sa po 40 ml i 1
puta sa 20 ml).

Kada je zavrSena ekstrakcija, ekstrakt se dva puta pere vodom i na
kraju se profiltrira preko bezvodnog Na,SO; u tikvicu za isparavanje. Ispa-
ravanje eterskog ekstrakta se obavlja na vodenoj kupelji u struji duSika.

U cilju uklanjanja onei$éenja (masti) pristupa se provodenju procesa
kromatografije u stupcu. Kromatografska kolona se priprema od slabo ba-
zi¢nog Al;0;. Visina kolone iznosi 6 cm, a njen je promjer 0,5 cm. Prije pro-
vodenja kromatografskog procesa kolona se ispire sa 10 ml vrucéeg benzola.
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Proces kromatografiranja zapodinje tako da se isparenom eterskom ekstraktu
doda 2 ml vruceg benzola, a zatim se prenese u kolonu za kromotografiranje.
Tikvicu za isparivanje podvrgava se dvostrukom ispiranju sa po 20 ml vrudeg
benzola (s time da se svaki ispirak prebaci u kromatografsku kolonu).

Prvo eluiranje se obavlja sa 15 ml vruceg benzola i eluat se baca. Drugo
eluiranje se obavlja sa 20 ml 10% otopine metanola u benzolu i eluat se hvata.
Kad je kromatografija zavrsena, pristupa se pripremama za izvodenje Kobe-
rove reakcije.

U eluat se doda 1 ml 2% otopine hidrokinona u apsolutnom alkoholu,
zatim da se ispari do sulia u struji dusika. Ispareni ostatak se otopi sa 0,5 ml
vode, pa mu se oprezno doda 0,74 ml koncentrirane H,SO;. Posto se doda
koncentrirana sumporna kiselina sadrzaj tikvice se stavi u kipuéu vodenu
kupelj gdje ostaje 40 minuta. Poslije toga sadrzaj tikvice se stavi u hladionik
na hladenje koje traje 5 minuta. Kada je hladenje zavrSeno sadrZaju se
doda 1 ml vode i ponovno se podvrgne hladenju, koje u ovome slucaju traje
samo 3 minute. Poslije drugog hladenja, ohladenom sadrzaju se doda 3 ml
2% otopine p-nitrofenolau tetrakloretanu. Dobivena smjesa se podvrgne
oStrom muckanju koje traje 30 sekundi.

Kada je muckanje zavrSeno, smjesa se stavlja u centrifugu i centrifugira
se 4—5 minuta sa 4.000 obrtaja u minuti. Poslije zavr$enog centrifugiranja,
paZljivo se odijeli supernatant i odbaci, a donji se sloj prebaci u kvarcnu
kivetu zapremine 3 ml.

Prebacen uzorak u kivetu postaje sposoban za mjerenje. Prolaz svjetla
valne duzine 546 myp kroz kivetu s uzorkom estrogenih hormona pobuduje
fluorescenciju, koja se regstrira na skaleru spekrtofotometra. Fluorimetrij-
sko je odredivanje estrogenih hormona izvr§eno pomocu spektrofotometra
firme Zeiss model PMQ II uz primjenu fluorescentnog dodatka. Izvor svjetla
je zivina lampa jakog intenziteta na liniji 546 mp. Kao komparator sluzi 5,3%
otopina fluorosceina. Kao standard sluzila je -alkalna otopina estrogenih
hormona u slijede¢em omjeru (po Oertl-u):

2 estron : 1 estradiol : 1 estriol
Izrada je radnog standarda izvrS$ena odgovarajuéim razrjedenjem tako
da su se standardi kretali od 0,00—0,500 mcg estrogenih hormona. Standardna
je otopina estrogenih hormona pripremljena otapanjem 1 mg estrona, 5 mg
estradiola i 5 mg estriola u 25 ml apsolutnog alkohola. Uzorci krvne plazme
svake Zivotinje radeni su u triplikatu.
Iskoristenje metode jest 49,03% a reproducibilnost 99,00%.

Na osnovu rezultata mjerenja fluorescence standardne otopine estrogenih
hormona (provedene kroz cijeli proces) izratunali smo bazdarnu krivulju

A
y = — 128,1743 + 16,4168 x — 0,0808 x2
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REZULTATI ISTRAZIVANJA

U tabeli broj 1 su prikazani rezultati istrazivanja koncentracije estro-
genih hormona u pojednim fazama graviditeta.

Tabela 1 — Rezultati istrafivanja koncentracije estrogenih hormona u krvnoj
plazmi krava za vrijeme graviditeta
Table 1 — The results of the investigation into the level of oestrogen
hormones in cows plasma

] " Prosjecna.
I'rosje¢no koncentracija
Broj trajanje estrogenih
zivotinja . gravid. u hormona
(n) Grupa danima ng/% N s
Number Group Average Average x
ot animals duratati concentration
(n) on ot gra- ot oestrogen
vidity in hormones
) i Gays __ng% R S _
10 1 58,90 138,86 50,35 15,95
13 11 127,00 201,75 55,56 15,41
11 III - 186,36 235,09 91,74 27,66
10 v 266,70 646,50 286,47 90,59

 Grafi¢ki prikaz koncentracije estrogenih hormona u raznim stadijima
graviditeta je prikazan u grafikonu broj 1.
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Grafikon 1 — Graficki prikaz koncentracije estrogenih hormona u raznim
stadijima graviditeta
Fig No 1 — Graphic Presentation of the level of oestrogen hormones during
various stages of pregnancy
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Graficki prikaz kretanja koncentracije estrogenih hormona u toku cije-
loga graviditeta je prikazan u grafikonu broj 2.
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Grafikon 2 — Grafi¢ki prikaz koncentracije estrogenih hormona
u toku graviditeta
Fig No 2 — Graphic presentation of oestrogen concentrations during pregnancy

Koncentracija estrogenih hormona u toku cijeloga graviditeta je izraZena
jednadzbom

A
y = 328,1391 — 4,2030 x + 0,0207 x2
Statistickom obradom podataka nismo nasli statisti¢ki opravdanu raz-
liku u koncentraciji estrogenih hormona izmedu II i II grupe.
DISKUSIJA
TR
- Iz dobivenih rezultata je o&ito da se koncentracija estrogenih hormona
mijenja po zakonu kvadratne funkcije. Grafi¢ki prikaz ove kvadratne funkcije
jeste parabola s minimumom u 102-om danu graviditeta (grafikon broj 2).
Progresivno smanjivanje koncentracije estrogenih hormona jeste poslje-
dica progesteronske aktivnosti u poéetnom i srednjem stadiju graviditeta.
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- Ova progesteronska aktivnost ima za cilj da sprije¢i luéenje estrogenih
hormona (¢ime je sprijeceno daljnje sazrijevanje Graf-ovih folikula). Pocevsi
od 140-og dana zapaZzamo progresivni porast koncentracije estrogenih hor-
mona.

U razdoblju od 250-og dana pa do kraja graviditeta uocen je nagli
porast gotovo skok (grafikon broj 2).

Ova velika koli¢ina estrogenih hormona u ovome periodu imade zadatak
da pripremi vime za sekreciju mlijeka, porodajni kanal za prolaz fetusa i
da senzibilizira miometrium.

Prilikom prethodne interpretacije rezultata naglasili smo da ne posoji
statisticki opravdana razlika u koncentraciji estrogenih hormona izmedu
II i IIT grupe (ispitivanih Zivotinja). Smatramo da je do ove oscilacije doslo
pod utjecajem progesterona. Istrazivanja kretanja koncentracije estrogenih
hormona u krvi u toku graviditeta su vrsili SABA (1964) i POPE (1965).

SABA je prilikom svojih ispitivanja utvrdio da je estrogena aktivnost
100 ml krvne plazme krava gravidnih 8 mjeseci jednaka aktivnosti 28 ng
estriola, dok je na sam dan partusa dosegla vrijednost od 158 ng estriola.

POPE je utvrdio da estrogena aktivnost 100 ml krvne plazme krava
gravidnih 5—6 mjeseci je jednaka 100 ng estrogena. Isti autor je utvrdio
da 100 ml krvne plazme krava u 9. mjesecu graviditeta pokazuje aktivnost
koja je jednaka aktivnosti 700 ng estrogena.

Rezultati istrazivanja SABE su znatno niZi od rezultata POPE-a i naSih.
Razlog ove razlike lezi vjerojatno u osjetljivosti metode biotesta.

Sto se tice usporedbe POPE-ovih rezultata s naSima utvrdeno je da se
oni u zadnjim stadijima graviditeta potpuno podudaraju dok su se u raz-
doblju 150-og do 180-og dana graviditeta znatno nizi.

Ova razlika se moZe protumatciti neosjetljivoS¢éu POPE-ove metode u
nizim podru¢jima koncentracije estrogenih hormona. Na osnovu prikazanih
podataka se jasno vidi da je osjetljivost Ittrich-ove fluorimetrijske metode
znatno visa od ovdje prezentiranih biotestova koje su upotrebljavali POPE
i SABA.

U prilog ove tvrdnje govore i neki rezultati naSih prethodnih istrazi-
vanja (CAR — ROBIC 1966) koji su prikazani u grafikonu broj 3.

U toku ovih istrazivanja smo utvrdili statisticki opravdanu razliku
izmedu sterilnih i nesterilnih Zivotinja.

Ovu pojavu mozemo protumaciti na slijedeci nacin. Od prije nam je
poznato da je djelovanje estrogenih hormona zavisno o njihovim medusob-
nim kvantititivnim odnosima prema drugim hormonima koji sacinjava’
endokrini kompleks. Kvantitativni odnosi estrogenih hormona prem»

lim ¢lanovima endokrinog sistema se tumace na osnovu njihovi*
tracija u pojedinim tjelesnim medijima (krv, mokraca, Zu¢ °
(1956) smatra da se normalno odvijanje fizioloSkih procs
organizama, moze vr$iti jedino kod odredenih hormon-’
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Grafikon 3 — Koncentracija estrogenih hormona u perifernoj krvi
nesterilnih i sterilnih krava
Fig No 3 — The concentration of oestrogens in the peripheral blood
of nown-sterile and sterile cows

Na osnovu toga on je u pogledu estrogenih hormona i postavio hipo-
tezu koja glasi: »Normalno odvijanje fiziolo§kih procesa je mogude ako se
koncentracija estrogenih hormona u tijelu Zivotinja krede izmedu dva odre-
dena nivoa (praga)«. Kretanje hormonalnih titara izvan ovih pragova dovodi
do hormonalnog disbalansa. Tako poviSene koncentracije dovode do pojave
smetniji u reprodukciji $to obi¢no zavrsava sterilitetom.

Prema naSem sadasnjem stajaliStu gornja granica praga estrogenih hor-
mona bi se kretala negdje izmedu 100 i 130 ng% (u krvnoj plazmi goveda).
U slucaju graviditeta situacija s obzirom na visinu praga je sasvim dru-
gacija. Ovdje se isto moze prihvatiti FOLEY-eva hipoteza i to na slijedeci
nain. Za vrijeme graviditeta radi se zapravo o dvije individue, koje se
meduosobno razlikuju po duljini fizioloskog dana. Prema BRODY-u kod
mladih Zivotinja u kradem vremenskom periodu odvija se veéi broj fizio-
loskih procesa nego kod starijih. U ovome sludaju se zapravo radi o inte-
gralnom efektu. S obzirom na to da su majka i fetus povezani zapravo s
jednim krvotokom koji se dijeli na maternalni i fetalni.

Prema navodima SABE veé nakon 11 dana po partusu dolazi do iséeznu-
ca povecane estrogene aktivnosti u plazmi. Ukoliko su u ovaj proces uklju-
Ceni jo$ i neki drugi faktori, kao na primjer estrogeni hormoni dijetarnog
porijekla onda do ovoga i$¢eznuda ne dolazi.

Ukoliko je Zivotinja bila izloZena dulje vrijeme djelovanju veéih koli-
¢ina estrogenih supstanci dolazi do o$tedenja njenog regulatornog aparata
za estrogene hormone, $to obi¢no onda zavrfava trajnim sterilitetom.
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Znacaj dobivenih rezultata tokom istraZivanja titra estrogenih hormona
za vrijeme graviditeta se sastoji u tome $to je dobiven numericki izraz
promjena titara tokom veceg dijela graviditeta.

Ovaj dobiveni teoretski izraz se poklapa s teoretskim ocekivanjima o
kretanju koncentracije estrogenih hormona.

ZAKLJUCAK

1. Itrich-ovom fluorimetrijskom metodom smo uspjeli direktno odre-
diti koncentraciju ukupnih estrogenih hormona u krvnoj plazmi- krava u
toku graviditeta od 40 do 284 dana.

2. Koncentracija ukupnih estrogenih hormona izraZenih u ng% poka-
zuje da se u toku graviditeta odigravaju znacajne i statistiCki signifikantne
promjene koje se u potpunosti slazu sa poznatim fizioloSkim aktivnostima
corpusa luteuma i placente (kao endokrinog organa). GrafiCki prikaz i u
vidu parabole drugog stupnja pokazuje periode smanjene estrogene aktivno-
sti za vrijeme oblikovanja embionskih ovojnica, zatim drugi period poja-
¢ane aktivnosti u doba proizvodnje estrogenih hormona sa strane placente
i corpusa luteuma. Time je postepeno pripremljen organizam za partus
i nastupajucu laktaciju.

3. Parcijalni grafi¢ki prikazi pojednih razdoblja istraZzivanog gravidi-
teta daju nam podatke o individualnim varijacijama kod istrazivanih grupa
krava.

SUMMARY

The object of te experiment was to investigate the total concentration
of oestrogen hormones in the cows plasma during pregnancy (from 40 tiil
284 days).

The cows were distributed in 4 groups (tab. 1) and average total con-
centration was from 138,86 (1st group) till 646 ng% (4th group).

Significant differences were found between all groups with the excep-
tion of the 2 nd and 3 rd groups.

The level of oestrogen hormones during pregnancy is presented by the
following equation (fig 2):

y = 328,1391 — 4,2030 + 0,0207 x2
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