Streszczenie

Zapalenie macicy (endometritis), zardbwno o podtozu zakaznym, jak i nie zakaznym,
jest jednym z najczgstszych stanéw patologicznych uktadu rozrodczego samic zwierzat
domowych, w szczegdlnoSci zwierzat gospodarskich. Generuje ono znaczgce straty
ckonomiczne, jak roéwniez doprowadza do obnizenia wskaznikOw rozrodczych oraz
znacznie zwicksza koszty leczenia. W przypadku kobiet moze doprowadzi¢ do
nieodwracalnego uposledzenia plodnosci. Dodatkowo =zapaleniu macicy towarzyszy
zapalenie gruczotu mlekowego potaczone z bezmlecznoscia, co W przypadku $win

przektada si¢ na problemy z karmieniem prosiat.

Patogeneza tego schorzenia jest ztozona i wigze si¢ ze wzrostem produkcji przez
zapalng macicg licznych substancji majacych charakter prozapalny. Nalezy zaliczy¢ do nich
interleukiny IL-1B, IL-6, IL-8, prostaglandyny — PGF2a, PGE2, a takze leukotrieny - LTB4
oraz LTC4. Dhlugo trwajacy proces zapalny prowadzi do zmian w strukturach nerwowych,
zarbwno wewnatrzmacicznych jak réwniez W zewnatrzpochodnych zwojach nerwowych
unerwiajacych macicg. Jednym z gtoéwnych zrodet zewnatrzpochodnego unerwienia macicy
jest zwoj przyszyjkowy (PCG, paracervical ganglion). Cechg charakterystyczng tego zwoju
jest to, ze zawiera on zarowno neurony wspotczulne jak i przywspotczulne. W niniejszej
pracy zbadano wplyw stanu zapalnego macicy wywotanego domaciczng inokulacja
zawiesiny bakterii z grupy Escherichia Coli na fenotyp neurondéw zwoju przyszyjkowego.
Badania przeprowadzono na dojrzatych pitciowo lochach. W celu doktadnego
wyznakowania populacji neuronéw obecnych w zwoju PCG unerwiajgcych macice
zastosowano technike wstecznego znakowania neuronéw z wykorzystaniem znacznika

neuronalnego Fast Blue (FB).

Badania wykonano na 3 grupach zwierzat. Grupie kontrolnej (n=4) oraz dwodch
grupach eksperymentalnych. Pierwsza z nich (n=4) otrzymala domaciczng iniekcje
zawiesiny bakterii E. coli, druga natomiast (n=3) iniekcj¢ domaciczng roztworu ptynu
fizjologicznego (0,9% NaCl). Znacznik neuronalny FB zostal podany zwierzetom ze
wszystkich grup do prawego i lewego rogu macicy. Dwadziescia osiem dni po iniekcji FB
zwierzgtom z grupy kontrolnej wykonano ponowng laparotomi¢. W tym samym czasie
zwierzgta z grupy E. coli otrzymaly domaciczng inokulacje zawiesiny bakteryjnej,

natomiast zwierzeta z drugiej grupy doswiadczalnej otrzymaty domaciczng iniekcje ptynu



fizjologicznego. Po uptywie 8 dni od operacji (36 dzien doswiadczenia) wszystkie zwierzgta
zostaly poddane eutanazji. Do dalszych badan histopatologicznych oraz
immunofluorescencyjnych pobrane zostaty szyjki macicy wraz z wi¢zadlem szerokim

macicy.

W  niniejszej  pracy  zastosowano  metode  podwojnych  barwien
immunofluorescencyjnych z wykorzystaniem przeciwcial pierwotnych przeciwko
wybranym  substancjom  biologicznie czynnym oraz histochemiczng metode
Karnovsky’ego—Rootsa w celu wykazania aktywnosci acetylocholinoesterazy. Dodatkowo
wykonano badanie histopatologiczne macicy, ktére potwierdzito wystapienie stanu
zapalnego macicy. W PCG grupy zwierzat otrzymujacych iniekcje E. coli odnotowano
zmniejszenie catkowitej ilo§ci neurondw FB pozytywnych w stosunku do grupy kontrolnej
i grupy ziniekcja ptynu fizjologicznego. W celu ustalenia zmiennosci fenotypowe;j
neuronbw PCG o0 charakterze wspolczulnym w niniejszej pracy jako znacznik
wykorzystano p-hydroksylaze dopaminy (DPH), dodatkowo okreslajac kolokalizacje
neuronéw DPH-pozytywnych z  wazoaktywnym peptydem jelitowym (VIP),
neuropeptydem NPY (NPY), somatostatyng (SOM) oraz neuronalng izoforma syntazy
tlenku azotu (NNOS). Analiza skrawkdw w mikroskopie fluorescencyjnym wykazata wzrost
populacji neuronéw o nastepujagcym fenotypie: DPH+/VIP+, DBH+/NPY+, DBH+/SOM+
oraz DBH+/nNOS+. Dodatkowo zaobserwowano zmniejszenie ilosci neuronéow VIP-,
SOM- jak roéwniez nNOS-pozytywnych w populacji neuronow nieadrenergicznych, jak

réwniez spadek neuronow wykazujacych jedynie ekspresj¢ DH.

W celu wyznakowania populacji neuronéw przywspotczulnych zastosowano
przeciwciata skierowane przeciwko pecherzykowemu transporterowi acetylocholiny
(VAChT). Jako kotransmitery acetylocholiny w neuronach przywspoétczulnych,
W niniejszej pracy badano koekspresj¢ somatostatyny (SOM), wazoaktywnego peptydu
jelitowego (VIP), neuronalnej izoformy syntazy tlenku azotu (nNOS) oraz galaning (GAL).
Jako skutek eksperymentalnego zapalenia macicy zaobserwowano wzrost populacji
neuronéw macicznych zwoju przyszyjkowego o fenotypie VAChT+/VIP+, VAChT+/VIP-,
VAChT+/SOM+, VAChT+/SOM- VAChT+/GAL- oraz VAChT+/nNOS-. Dodatkowo w grupie
E. coli odnotowano pojawienie si¢ populacji zaré6wno cholinergicznej, jak i
niecholinergicznej syntetyzujacej GAL, jak rowniez wzrost populacji niecholinergicznych
neurondéw VIP-, SOM- oraz nNOS-pozytywnych. Natomiast liczba cholinergicznych

neurondw immunoreaktywnych wobec nNOS w badanym zwoju przyszyjkowym ulegta



zmniejszeniu w wyniku stanu zapalnego macicy. Dodatkowo opisywany stan patologiczny

spowodowat zmniejszenie ilosci neurondw zawierajacych acetylocholinoesteraze.

Uzyskane wyniki po raz pierwszy dostarczajg doktadnych danych co do zmiennos$ci
fenotypowej neurondéw wspodtczulnych | przywspotczulnych zwoju przyszyjkowego
unerwiajacych macice dojrzatej ptciowo lochy pod wplywem domacicznej inokulacji
zawiesiny bakterii z grupy E. coli. Wyniki te wskazujg, ze neurony PCG unerwiajace
macice $wini pod wptywem zmian wywolanych infekcja zmieniajag swoje kodowanie
chemiczne. Zmianie tej towarzyszy spadek catkowitej liczby neurondow zwoju

przyszyjkowego zaopatrujacych macice.



