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9. STRESZCZENIE

Stan zapalny, wywolany przez infekcje bakteryjne i wirusowe, wplywa na uklad
rozrodczy samicy, powodujac zaburzenia w sekrecji osi podwzgoérze-przysadka-gonady
(HPG). W ukiadach do$wiadczalnych do wywolywania stresu immunologicznego
powszechnie stosuje si¢ endotoksyne bakteryjng (lipopolisacharyd, LPS). LPS jest
integralnym = sktadnikiem $ciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych, a na komoérki
docelowe dziala przez Toll-podobny receptor 4 (TLR4). Wyniki wczesniejszych badan,
wykazujacych obecno$¢ TLR4 w podwzgérzu, mogg wskazywaé na zaangazowanie
endotoksyny w hamowanie proceséw rozrodczych juz na poziomie osrodkowego ukladu
nerwowego (OUN).

Celem pracy doktorskiej bylo zweryfikowanie hipotezy badawczej zakladajacej, ze
LPS podany dozylnie dziata bezposrednio poprzez receptory TLR4 na poziomie podwzgérza i
przysadki, hamujgc aktywnosé osi HPG u dorostych maciorek owcy.

Doswiadczenie in vitro przeprowadzono na eksplantach przysadek pobranych od 12
owiec rasy czarnogtéwka w fazie pecherzykowej cyklu rujowego. W doswiadczeniu tym
badano wptyw LPS na sekrecje hormonu luteinizujacego (LH) z eksplantéw przednich
przysadek pobranych od owiec kontrolnych oraz od owiec wprowadzonych w  stres
immunologiczny przez dozylne podanie endotoksyny. Eksplanty przednich przysadek
inkubowano w odpowiednich mediach hodowlanych (kontrolnym; z dodatkiem
gonadoliberyny — GnRH; z dodatkiem GnRH i LPS; z dodatkiem GnRH, LPS i biatka
wigzacego LPS — LBP). Po zakonczonej inkubacji w eksplantach przednich przysadek
oznaczono ekspresje genéw podjednostki B hormonu luteinizujgcego (LH-P), receptora dla
GnRH (GnRH-R) oraz receptora TLR4 metodg real-time PCR. W zebranych prébkach
mediéw hodowlanych oznaczono poziom LH metodg radioimmunologiczng (RIA).

W eksplantach inkubowanych w mediach z dodatkiem samego LPS, jak i w mediach z
dodatkiem LPS wraz z LBP stwierdzono zmniejszone uwalnianie LH zaréwno w grupie
owiec kontrolnych, jak i owiec wprowadzonych w stres immunologiczny w poréwnaniu z
eksplantami inkubowanymi w medium z GnRH. Dodanie samego LPS (bez LBP) do mediow,
w ktérych inkubowano przysadki pobrane od zwierzat kontrolnych, nie wplyneto na ekspresje
genu LH-B w eksplantach, natomiast dodatek LBP okazal si¢ niezbedny do obnizenia
poziomu mRNA dla LH-B w tych eksplantach. W eksplantach od owiec, ktérym dozylnie

podano endotoksyne, odpowiedz na LPS byla niezalezna od obecnosci LBP w medium.
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Doswiadczenie in vivo przeprowadzono na 20 maciorkach owcy rasy polska
dlugowetnista w okresie fizjologicznego anestrus. Zwierzgta podzielono na cztery grupy
badawcze, owcom z grupy kontrolnej i z grupy LPS podano dokomorowo ptyn Ringera-
Locke’a, z grupy anty-LPS przeciwciato anti-LPS, zas z grupy anty-TLR4 przeciwciala
wiagzace komponenty receptora TLR4 (przeciwciala anti-LBP j anti-MD-2) w celu
zablokowania tego receptora. Nastepnie owcom kontrolnym podano dozylnie sél
fizjologiczng, a zwierzetom z pozostatych grup LPS. Pobierano probki krwi, w ktérych
0znaczono poziom LH i kortyzolu metodg RIA. Pobrano struktury podwzgérza (pole
przedwzrokowe — POA, przednie podwzgérze — AHA, brzuszno-przysrodkowe podwzgérze —
MBH, wyniostos¢ przysrodkowa — ME) oraz w przedniej przysadce (AP), w ktérych
0znaczono poziom mRNA dla genéw, GnRH, GnRH-R, LHPB oraz TLR4, stosujgc metode
real-time PCR.

Podanie LPS spowodowato spadek poziomu ekspresji genu GnRH zaréwno w POA,
jak i w ME. Centralne podanie przeciwciata anti-LPS do [IJ komory mézgu, jak réwniez
zablokowanie komponentow receptora TLR4 istotnie zwigkszylo, obnizona po podaniu
endotoksyny, ekspresje genu GnRH tylko w ME. Ponadto, zablokowanie receptora TLR4 (w
grupie anty-TLR4) przywrécito do poziomu kontrolnego obnizona, wskutek dziatania stresu
immunologicznego, transkrypcje genu LHB w AP. Podobnego efektu nie stwierdzono w
przypadku obwodowego stezenia LH.

Podsumowujac, wyniki prezentowanych badan wskazuja, ze endotoksyna bakteryjna
moze bezposrednio modulowag¢ aktywnos¢ osi HPG u owey na poziomie OUN. Wptyw LPS
na sekrecje LH z przysadki moze byé zalezny od stanu fizjologicznego/statusu
immunologicznego zwierzgcia. Receptor TLR4, przynajmniej czesciowo, uczestniczy w

mechanizmie hamowania sekrecji GnRH/LH w czasie stresu immunologicznego na poziomie
OUN.

42




