VII. STRESZCZENIE
Praca doktorska lek. wet. mgr Barbary Socha pt. ,,Ekspresja PPAR w endometrium podczas
eksperymentalnie indukowanych stanow zapalnych btony sluzowej macicy krowy”

Receptory aktywowane proliferatorami peroksysomow (PPAR) nalezg do rodziny
receptorow jadrowych. Wyrodznia si¢ trzy izoformy: PPARa, PPARP/6 1 PPARY. Aktywnos¢
PPAR moze by¢ modyfikowana przez szereg endogennych zwiazkéw, w tym przez kwas
arachidonowy (AA) i jego metabolity oraz syntetyczne ligandy. Liczne badania wykazaly,
ze PPAR sg zaangazowane w regulacj¢ procesow rozrodczych na osi podwzgorze-przysadka-
gonady.

Z kolei endometritis jest czgstym schorzeniem u kréw mlecznych. Glownym
czynnikiem zakaznym jest Escherichia coli. Lipopolisacharyd (LPS) jako charakterystyczny
sktadnik $ciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych, stymuluje komorki wrodzonego
uktadu odpornosciowego przy udziale receptorow z rodziny receptorow Toll-podobnych. W
zwiazku z powyzszym zatozono, ze ekspresja PPAR na poziomie genu i biatka rozni si¢ w
endometrium
krowy w wybranych dniach cyklu rujowego. Ponadto, profil ekspresji PPAR moze zmieniaé
si¢ W endometrium krowy pod wptywem LPS lub E. coli.

Celem badan byto okreslenie: 1) immunolokalizacji, ekspresji mRNA i biatka PPARa,
PPARB/d i PPARy w endometrium krowy w przebiegu cyklu rujowego. Wycinki
endometrium uzyskano post mortem od jatowek w dniach 0 (faza estrus, n=6), 2-5 (faza
wczesno-lutealna, n=6), 8-12 (faza $rodkowo-lutealna, n=6), 15-17 (faza p6zno-lutealna, n=6)
i 19-21 (faza pgcherzykowa, n=6) cyklu rujowego. Wyniki analizowano statystycznie za
pomoca jednoczynnikowej ANOVA 1z post-testem porownawczym Bonferroniego; 2)
ekspresji mRNA i biatka PPARa, PPARP/6 i PPARy w skrawkach endometrium krowy
podczas eksperymentalnie indukowanego endometritis. Skrawki endometrium pozyskano
posmiertnie od jatowek (n=8), a nastgpnie inkubowano bez (grupa kontrolna) lub z dodatkiem
LPS (1 pg/ml) przez 12, 24, 48, 72 i 96 godz. Réznice miedzy grupami badano przy uzyciu
testu t-Studenta; 3) ekspresji mRNA i biatka PPARa, PPARPB/6 i PPARy w endometrium
krowy podczas eksperymentalnie indukowanego endometritis - in vivo. Jatowkom podawano
zawiesinge E. coli w 0,9% NaCl (n = 8) lub 0,9% NaCl (grupa kontrolna, n=6) we wlewie
domacicznym. Biopsje endometrium przeprowadzono przed (godz. 0) i 12, 24, 48, 72, 96
godz. po wlewie. Z zyly ogonowej pobierano krew. Wyniki analizowano statystycznie
stosujgc dwuczynnikowg ANOVA z post-testem porownawczym Bonferroniego.

Immunolokalizacj¢ PPAR okreslono w endometrium przy uzyciu immunohistochemii.
Ekspresje mRNA 1 biatka oceniono odpowiednio metoda Real-Time PCR i Western blotting.
Stezenie metabolitow AA w medium hodowlanym oraz w osoczu oznaczono stosujac test
ELISA. Skuteczno$¢ eksperymentalnie indukowanego endometritis zarowno w badaniach
in vitro, jak 1 in vivo potwierdzono w skrawkach lub bioptatach endometrium ekspresja
na poziomie mRNA wybranych mediatorow zapalnych: kompleksu receptora TLR4-MD2-
CD14 oraz IL-1p, 1-L6 i TNFa, a takze okreSlajac stezenie prostaglandyn (PGE,
PGF,./PGFM) i leukotrienow (LTB4, LTC4) w medium hodowlanym lub osoczu krwi.



Badania wstepne wykazaty, ze ekspresja mRNA 1 biatka PPARy zmieniala si¢ w
tkance w badanych dniach cyklu rujowego, podczas gdy poziomy transkryptomu i proteomu
PPARa
i PPARP/S nie wykazywaty réznic w cyklu. Najwyzsza ekspresj¢ mRNA i biatka PPARy
stwierdzono w fazie estrus, a najnizszg w fazie srodkowo-lutealnej. W badaniach in vitro
ekspresja PPARa na poziomie biatka wzrastata po 48 godz. stymulacji LPS, natomiast po 12,
24, 72 1 96 godz. byta obnizona. Z kolei ekspresja PPARB/d na poziomie biatka wzrastala
po 24, 72 1 96 godz., ale po 12 i 48 godz. stymulacji LPS obnizata si¢. Ekspresja PPARY;
na poziomie biatka byla wyzsza po 12, 24 1 96 godz. stymulacji LPS zaré6wno dla PPARY;,
jak i dla PPARYy,. W badaniach in vivo ekspresja PPARa na poziomie biatka wzrastata po 48
I 72 godz. od domacicznego wlewu E. coli, podczas gdy po 12, 24 i 96 godz. Obnizata sig.
Ekspresja PPARP/0 na poziomie biatka byla niska po 24 godz., ale po 72 1 96 godz. od wlewu
domacicznego E. coli wzrastata, ekspresja PPARy; byta obnizona po 48 godz., a PPARy; po
72 godz., podczas gdy ekspresja biatka dla PPARy; byla podwyzszona po 96 godz., a dla
PPARvy; po 12 godz., od wlewu domacicznego E. coli.

Wyniki wskazuja na obecnos¢ PPARa, PPARB/S i PPARy w endometrium krowy,
jednak fluktuacje ekspresji mRNA i biatka w przebiegu cyklu rujowego wykazano tylko dla
PPARy, zwlaszcza w fazach estrus i srodkowo-lutealnej. Co wigcej, wykazano zmiany profilu
ekspresji mRNA i biatka izoform PPAR w endometrium pod wptywem LPS. Ponadto
stwierdzono, ze E. coli wptywa na profil ekspresji PPAR w endometrium krowy w zaleznoS$ci
od czasu trwania eksperymentalnie indukowanego endometritis.

Uzyskane wyniki wskazuja na korelacje pomiedzy ekspresja PPAR a hormonami
steroidowymi w endometrium krowy w przebiegu cyklu rujowego. Ponadto, profil ekspresji
PPAR zmienia si¢ podczas proceséOw zapalnych wystepujacych w odpowiedzi na dzialanie
LPS w endometrium krowy.



