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Streszczenie pracy doktorskiej
sEndometrialna ekspresja cyklooksygenazy 2 oraz syntazy prostaglandyny
F2a i prostaglandyny E u suk w réznych fazach cyklu plciowego oraz

z podklinicznym endometritis i w r6znym wieku”

Schorzenia macicy u suk sg waznym problemem zdrowotnym i rozrodczym, ktérych
etiopatogeneza, mimo wielu publikacji, nie jest jeszcze wyjasniona. Dotyczy to zwlaszcza
procesow patologicznych blony sluzowej przebiegajacych podklinicznie. Problematyka ta byta
dotychczas zbadana bardzo fragmentarycznie i1 wiele zalezno$ci takich jak wplyw
poszczegblnych faz cyklu plciowego i wieku suk na te procesy sg nie do konca poznane.

Celem niniejszej rozprawy byta kompleksowa ocena stanu endometrium w réznych
fazach cyklu ptciowego oraz u zwierzat w dwoch grupach wiekowych — powyzej 1 ponizej 5
lat. Ponadto oceng taka przeprowadzano u zwierzat z histopatologicznie zdiagnozowanym
subklinicznym endometritis.

Do badan uzyto 48 zdrowych klinicznie suk bedacych w roéznych fazach cyklu
ptciowego, wolnych od patologii macicy diagnozowanych ultrasonograficznie 1
makroskopowo. We wstepnym etapie badan, metodami klinicznymi (waginoskopia),
cytologicznymi oraz poprzez okreslenie poziomu progesteronu diagnozowano faze cyklu
piciowego. Nastepnie zwierzeta przydzielano do 3 podstawowych grup badawczych, zgodnie
ze stwierdzonymi u nich fazami cyklu: grupa | (n=16) — anestrus, grupa Il (n=16) — proestrus
+ estrus i1 grupa Il (n=16) — metestrus. Kolejno wszystkie zwierz¢ta poddawano
owariohysterektomii (OVH) w celu uzyskania mozliwosci pobrania probek tkanek
endometrium do badan histopatologicznych, bakteriologicznych, cytologicznych (cytobrush)
oraz biologii molekularnej. W ramach tych ostatnich ekspresj¢e mRNA COX-2 (PTGS2), PGFS
(PTGFS) i PGES (PTGES) okreslano metodg real-time PCR oraz immunolokalizacj¢ ich
produktow biatkowych w strukturach endometrium metodg IHC. W badaniach molekularnych
uwzgledniono enzymy uczestniczace w metabolizmie prostaglandyn ze wzgledu na ich
kluczowa rolg w procesach zapalnych. Badania histopatologiczne, bakteriologiczne oraz
cytologiczne wykonano klasycznymi metodami. Na podstawie badan histopatologicznych
przeprowadzonych u suk wszystkich grup utworzono dodatkowe grupy zwierzat z

podklinicznym endometritis (n=21) oraz z normalnym endometrium (n=21), porownujac w nich



ekspresje Ww. enzymdéw metabolizmu prostaglandyn. Podobnie catg populacje zwierzat
podzielono na 2 grupy wiekowe <5 lat (n=38) i > 5 lat (n=10), dokonujac takiego samego
poréwnania.

Wszystkie wyniki uzyskane na podstawie tak przeprowadzonych badan analizowano
statystycznie. Istotnos¢ roznic ekspresji wybranych genow w podziale na grupy doswiadczalne
zostata okre§lona przy pomocy testu nieparametrycznego Kruskala-Wallisa. W celu okre$lenia
roznic miedzy grupami anestrus, proestrus/estrus oraz metestrus zastosowano test post-hoc
Mann-Whitney U. Istotno$¢ ekspresji genéw w grupach endometritis lub z normalnym
endometrium (END vs. NE) okreslano na podstawie analizy wariancji oraz przy pomocy testu
Turkeya-Kramera i testu Duncana. Istotno$¢ ekspresji genow w grupach wiekowych (suki
miodsze <5 vs. suki starsze >5) wyliczano testem istotnosci dla dwodch $rednich (proby
niezalezne).

Badaniem histopatologicznym okreslono liczb¢ 1 odsetek suk dotknietych
podklinicznym endometritis, CEH oraz ze zdrowym endometrium w poszczeg6lnych grupach
badawczych, biorac pod uwage faze cyklu ptciowego oraz wiek badanych suk (suki mtodsze
<5 vs. suki starsze >5). Zwierzeta z roznymi typami endometritis potraktowano jako jedng
grupe.

Wyniki badan cytologicznych wyliczano jako $rednie + SEM odsetkow PMNs w
poszczegbdlnych grupach uwzgledniajac grupy poszczegolnych faz cyklu ptciowego, obecnosé
histopatologicznego endometritis a takze wiek badanych zwierzat (suki mtodsze <5 vs. suki
starsze >5).

Zarowno w badaniu histopatologicznym, jak 1 badaniu cytologicznym warto$ci
analizowano statystycznie przy uzyciu testu nieparametrycznego Kruskala-Wallisa. Obliczano
takze stopien korelacji migedzy wynikami badan histopatologicznych i cytologicznych stosujac
test Cohena kappa.

Badania molekularne w grupach poszczegdlnych fazach cyklu, wykazaty w nich r6zna
ekspresje badanych czynnikow. Generalnie, w poszczegdlnych grupach badawczych nie
obserwowano wzmozonej ekspresji mRNA PGFS, brak bylo takze rdznic statystycznie
istotnych migdzy grupami (w grupach badawczych I, 11, 1l1 P=0.4, w grupach wiekowych
P=0.943, oraz w poréwnaniu grup END vs. NE P=0.267). Wyjatek stanowita jedynie grupa
anestrus, w ktorej obserwowano tendencj¢ wzrostowg PGFS. Roznice statystycznie istotne
obserwowano natomiast w odniesieniu do ekspresji mMRNA COX-2 i PGES. Ekspresja tych
czynnikow byla statystycznie istotnie wyzsza zwtaszcza w grupie anestrus (dla COX-2 P=0.01,

dla PGES P=0.017). Ponadto, wzmozona w poréwnaniu do zwierzat z normalnym endometrium



statystycznie istotng ekspresje obu tych czynnikow stwierdzono u suk z endometrtis (dla
COX-2 P=0.001; PGES P=0.002). Natomiast r6znicy takiej nie obserwowano w grupach suk
uwzgledniajacych wiek zwierzat (dla COX-2 P=0.437; dla PGES P=0.718). Interpretacja tej
cze$ci badan jest trudna, jednakze wydaje sie, ze ekspresje mRNA COX-2 i PGES u suk z
endometritis mozna wigza¢ z lekkimi stanami zapalnymi, chociaz reakcja ta jest nietypowa,
bowiem brak bylo wzmozonej ekspresji PGFS, opisywanej dotychczas u suk w przypadkach
pyometry. Natomiast wzmozong sekrecje obu tych czynnikow w anestrus moze by¢ pochodna
procesOw regeneracyjnych btony §luzowej macicy, ktore majg miejsce w tej fazie cyklu. Niska
ekspresja PGFS 1 brak roznic miedzy grupami badawczymi sugeruje natomiast, ze u suk ten
szlak metaboliczny prostaglandyn jest w endometrium suk mato aktywny. Jest to zbiezne ze
znanym wczesniej faktem, ze macica suk w cyklu nie produkuje luteolitycznej PGF2a.

Badania immunohistochemiczne wykazaty, ze glownym miejscem lokalizacji
produktow czynnikoéw badanych met. real-time PCR byl nablonek wyScielajacy oraz
gruczotowy endometrium, a takze naczynia krwiono$ne. Intensywno$¢ reakcji barwnych byta
w duzym stopniu zbiezna z opisanymi powyzej okresami i grupami zwierzat z ekspresja
MRNA.

Badania histopatologiczne wykazaty, ze u wielu suk, mimo braku zmian klinicznych 1
makroskopowych, btona sluzowa macicy ulega procesom patologicznym. Dominujacg forma
jest podkliniczne endometritis wystepujace jako histologiczne stany ostre i chroniczne.
Patologi¢ t¢ w zaleznosci od fazy cyklu ptciowego, stwierdzono u 33%-60% suk, przy czym
jednak nie obserwowano statystycznie istotnej zaleznosci od fazy cyklu (P>0.05). Inng
obserwowang patologia byto CEH, jednakze nasilenie jego wystepowania bylo duzo nizsze
(6-25%). Obserwowano natomiast silny wplyw wieku badanych suk na czestotliwos¢
wystepowania tych patologii. U suk w wieku ponizej 5 lat byto ich (39%), duzo mniej niz u suk
starszych. W grupie tej nie byto w ogole zwierzat ze zdrowym endometrium.

Badania cytologiczne, okreslajace odsetek PMNs w wymazach endometrialnych
dowiodtly, ze u suk w poszczegdlnych fazach cyklu ich obecno$¢ w btonie Sluzowej jest
generalnie niska, bo <2%. Nie wykazano takze wplywu fazy cyklu ptciowego oraz wieku suk
na §rednig odsetka PMNs (w podstawowych grupach wiekowych I, II, III P=0.056; w grupach
wiekowych P=0.97). Fakt ten utrudnia znacznie praktyczng diagnostyke cytologiczng u tego
gatunku. Natomiast statystycznie istotny wyzszy odsetek PMNs znaleziono u grupy suk z
endometritis w pordwnaniu do zwierzat bez tego schorzenia (2.05 % vs. 0.96%), jednakze
generalnie korelacja migdzy wynikami badan histopatologicznych (metoda referencyjna) i

cytologicznych byta niska (P=0.511). Wyniki te sg trudne do interpretacji, jednakze wydaje sig,



ze w chwili obecnej nie stanowig one jeszcze podstawy do rekomendacji cytologii jako metody

praktycznej do diagnozowania endometritis u suk.

Podsumowujac, na podstawie przeprowadzonych badan mozna wyciagna¢ nastepujace

whnioski:

a.

ekspresja mMRNA COX-2 i PGES w endometrium suk w cyklu plciowym ma gtéwnie
miejsce w okresie anestrus, a takze u zwierzat z podklinicznym endometritis. Natomiast
zjawiska tego nie obserwowano w pozostatych fazach cyklu oraz u suk w r6znych grupach
wiekowych.

nabtonek wyscielajacy Swiatto macicy oraz gruczolowy, a takze naczynia krwionosne,
byly gléwnymi miejscami lokalizacji biatkowych produktow mRNA COX-2, PGFS i
PGES.

wydaje si¢, ze w endometrium suk w fizjologicznych cyklach oraz z klinicznie, zdrowa
macica ma gtownie miejsce ekspresja szlaku metabolicznego PGE, natomiast ekspresja
PGF2a jest mniej aktywna.

u suk klinicznie zdrowych oraz z makroskopowo prawidtowym endometrium bedacych w
fizjologicznym cyklu wystepuje duzy odsetek uteropatii, z dominujgca obecnoscia
histopatologicznego endometritis (35%-60%) i duzo mniejszg czestotliwoscia CEH (6%-
25%). Wraz z wiekiem odsetek suk dotknigtych tymi schorzeniami wzrastat, natomiast
faza cyklu piciowego nie miata wptywu na to zjawisko.

cytologiczna ocena endometrium metodg cytobrush nie pozwala na precyzyjne okreslenie
jego stanu. Nie wykazano wysokiego stopnia korelacji migdzy wynikami
histopatologicznymi a odsetkiem PMNs w wymazach cytologicznych endometrium
mimo, i1Z obserwowano statystycznie istotng roznice migdzy odsetkiem PMNs u suk z

endometritis oraz ze zdrowym endometrium.



