204. Yamauchi K., Hara K., Kubota N. i wsp. Dual roles of
adiponectin/Acr30 in vitro as an anti-diabetic and anti-atherogenic

adipokine. Curr. Drug Targets. Immun. Endocrinol. Metab. Disord. 3:243—
254,2003.

8. Streszczenie

Jedna z najczgsciej wystepujacych choréb uktadu rozrodczego u suk jest
ropomacicze, charakteryzujace si¢ obecno$cig ropy w §wietle macicy. Ropomacicze
wystepuje najczesciej u suk starszych, jednakze dane literaturowe oraz obserwacje
wlasne wskazujg, iz moze ono pojawiaé si¢ nawet 4 u miesiecznych suk.
W przebiegu ropomacicza dochodzi do zaburzen czynnosciowych wielu narzadow
wewnetrznych oraz intoksykacji ogoélnoustrojowej na skutek oddziatywania
endotoksyn bakteryjnych szczegdlnie E. coli. Ropomacicze zatem, zaliczane jest do
grupy chor6b wysoce niebezpiecznych dla zdrowia i zycia pacjenta, co sprawia, ze
wezesna i prawidiowa diagnostyka oraz podjgcie szybkiej terapii przyczynowo-
objawowej umozliwia w wielu przypadkach uzyskanie pozytywnych efektow
terapeutycznych. Wiadomo bowiem, iz zbyt p6zno podjeta interwencja lekarsko-
weterynaryjna moze prowadzi¢ do dlugiego okresu hospitalizacji, a niekiedy nawet
i zejscia $miertelnego pacjenta. Dlatego tez prawidlowe monitorowanie przebiegu
choroby oraz zastosowanie odpowiedniej terapii to gtéwne elementy majace wptyw
na pomyslne rokowanie i zejscie ropomacicza u suk.

Poszukiwanie coraz to nowych i bardziej czulych metod umozliwiajacych
oznaczanie wybranych biomarkeréw do oceny stanu suk z ropomaciczem od lat
stanowi przedmiot dociekafi wielu autoréw. Biomarkery s bowiem mierzalnymi
wskaznikami, ktérych wartosci stezen zmieniaja si¢ w zaleznosci od rodzaju
i stopnia zadziatania bodZca inicjujgcego proces zapalny w drogach rodnych samic.
Ich oznaczanie jest podstawowym elementem nadzoru stanu zdrowia zwierzat i ma
na celu monitorowanie zaburzonej homeostazy wewnetrznej organizmu.

Jak dotad, w codziennej praktyce lekarsko-weterynaryjnej wybrane biomarkery
oceny stanu zdrowia suk z ropomaciczem oceniane sg gléwnie w surowicy krwi.

Jednakze z dostepnej literatury wynika, ze niektére z tych wskaznikow mogg by¢
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rowniez oznaczane w $linie. Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze pobieranie sliny
od psow do badan jest metoda catkowicie nieinwazyjna.

Do najczesciej wymienianych jako przydatnych do oceny natezenia
i przebiegu reakcji zapalnej biomarkerdéw zalicza si¢ m.in. biatka ostrej fazy (BOF).
Biatka BOF jako nieswoisty mechanizm wrodzonej odpornosci humoralnej petnia
takze wazng funkcje w modulowaniu zapalnej odpowiedzi immunologicznej).
W praktyce Kklinicznej znajomo$¢ zmian dynamiki stezen BOF  stanowi
niekwestionowany wskaznik stuzacy do oceny natezenia reakcji zapalnej u ludzi
izwierzat. WartoSci BOF ulegaja zmianom w zaleznosci od natezenia reakcji
zapalnej i stopnia pobudzenia komorek uktadu immunologicznego. Z dostepnej
literatury wynika, ze wyrdznia si¢ tzw. pozytywne oraz negatywne BOF. Biatka
ostrej fazy ktorych wartosci wzrastaja w przebiegu zapalenia (np. ropomacicze
u suk) okresla si¢ jako pozytywne, podczas gdy ich wartosci ulegaja obnizeniu —
jako negatywne. Przyktadowo, CRP, Haptoglobina (Hp), Ferrytyna, Neopteryna
(Np) oraz Interferon-y (INF-y) zaliczane sa do pozytywnych, podczas gdy
Adiponektyna (Adp), Zelazo (Fe) do negatywnych BOF.
Do oceny natezenia reakcji zapalnej u ludzi i zwierzat wykorzystywany sa rowniez
pomiar wskaznikow stresu oksydacyjnego. W warunkach prawidtowych,
w organizmie istnieje réwnowaga pomiedzy utleniaczami a przeciwutleniaczami.
Za utrzymanie wlasciwego poziomu wolnych rodnikéw tlenowych w organizmie
odpowiada system obrony antyoksydacyjnej skladajacy sie z mechanizméw
enzymatycznych i nie-enzymatycznych. Wzrost ich produkcji lub spadek
aktywnosci antyoksydacyjnej powoduje zachwianie tej réwnowagi w kierunku
reakcji utlenienia, co nazywane jest stresem oksydacyjnym, a jego mierzalne
wskazniki s3 powszechnie wykorzystywane do oceny stanu zdrowia ludzi
izwieréqt.
Do oceny  caloksztaltu potencjatu antyoksydacyjnego komorek w przebiegu
proceséw zapalnych u ludzi i zwierzat coraz czesciej wykonuje sie oznaczenia tzw.
Catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej (TAC). Jest to sumaryczna zdolno$é
»wymiatania” wolnych rodnikéw. Z dostepnego $wiatowego pismiennictwa

wynika, ze synergizm kilku antyoksydantow (substancja, ktéra w matych stezeniach
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hamuje proces utleniania) daje wigkszy potencjat antyoksydacyjny niz kazdy z tych
zwi3zkow osobno.
Drugim wskaznikiem przydatnym do oceny aktywnosci stresu oksydacyjnego jest
pomiar Catkowitej aktywnosci estaraz (TEA). Wiadomo, ze esterazy wystepuja
u ludzi i zwierzat migdzy innymi w slinie i sokach trawiennych, takich jak sok
trzustkowy, gdzie naleza do tak zwanych proteolitycznych enzyméw trzustkowych,
odpowiadajacych za np. degeneracje¢ bialka/trawienie. Sugeruje si¢ zatem, ze
oznaczanie TEA w §linie moze by¢ przydatne do oceny aktywnosci stresu
u pacjenta w przebiegu zaburzonej homeostazy wewnetrznej organizmu.
Planuje si¢ przeprowadzi¢ ocene:
1. przydatnosci oznaczania Adp, Np, IFN-y oraz wskaznikow zelazo-zaleznych
w surowicy krwi jako markeréw prognostycznych do oceny przebiegu
ropomacicza i okresu pooperacyjnego u suk
2. przydatnosci oznaczania Adp oraz wybranych wskaznikow stresu
oksydacyjnego (TAC i TEA) w $linie do okreslenia wiarygodnej oceny
nat¢zenia reakcji zapalnej w przebiegu ropomacicza u suk i okresu
pooperacyjnego
3. poroéwnawczg nowych biomarkerow (Adp, Np, IFN-y. Fe, ferrytyny, UIBC)
z biomarkerami “tradycyjnymi” — wczesniej opisanymi przez dane
literaturowe (P4, E2, CPP i Hp) do oceny przebiegu ropomacicza i okresu
pooperacyjnego u suk
4. miarodajnej metody oceny stanu faktycznego zwierzecia na podstawie
oznaczanie wybranych biomarker6w w Slinie i surowicy w przebiegu
ropomacicza u suk.
Badania przeprowadzono na 40 sukach r6znych ras oraz mieszancach w wieku 4—12
lat i melsie ciala 12-50 kg, ktére podzielono na 2 grupy: kontrolng i doswiadczalna.
Do badan zakwalifikowano tylko te psy, u ktorych nie stwierdzono zadnych zmian
chorobowych w obrebie jamy ustnej i przyzebia
Grupe¢ kontrolng stanowilo tacznie 10 suk, mieszancow i 5 roéznych ras, ktore
zostaly poddane sterylizacji chirurgicznej na wyrazng prosbe wiasciciela. Grupe

doswiadczalng stanowilo 30 suk, mieszancéw i 6 roznych ras z podejrzeniem
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ropomacicza. Od wszystkich suk doswiadczalnych pobierano $line z jamy ustnej
a krew z zyly dostopowej (vena saphena) w nastepujacych przedzialach czasowych:
przed zabiegiem (préba 0), a nastepnie 72 godz. (3 doba, II pobranie) oraz 240
godz. (10 doba, III pobranie) po wykonanym zabiegu ovariohysterectomii.
Oznaczenia:

Adiponektyna zostata oznaczona przy pomocy komercyjnego zestawu Elisa
(Human Adiponectin ELISA, High Sensitivity Kit, BioVendor-Lboratorni
medicina, Modrice, Czech Republic). Bialka CRP zostalo oznaczone metodg
immunoturbidymetryczna. Haptoglobina (Hp) zostala oznaczona komercyjna
metodg kolorymetryczng (Tridelta Phase range haptoglobin kit, Tridelta
Developmen Ltd). Neopteryna (Np) oznaczono komercyjnym zestawem ELISA
(Neopterin concentration by IBL-America Neopterin ELISA kit). Interferon gamma
(INF-gamma) oznaczono komercyjnym testem Elisa (Interferon gamma BY Canine
IFN-gamma-Immunoassay, R@D System, Inc.). Zelazo (Iron OSR6186, Beckman
Coulter), Utajona zdolno$¢ wigzania zelaza (UIBC OSR6124, Beckman Coulter)
oraz Ferrytyna (Tina-quant - Ferritin Gen4, Roche Diagnoistic GmbH). Progestron
i Estradiol (estradiol-17b) 0Znaczono testem immunometrycznej
chemiluminescencji (Immunite System, Siemens Health Diagnostics, Deerfield, IL.,
USA). Calkowita pojemnos¢ antyoksydacyjna (TAC) oraz Catkowita aktywnos¢
esteraz (TEA) zostaly oznaczone metoda spektrofotometryczna.

Analiza statystyczna

Rozklad badanych zmiennych sprawdzono przy uzyciu testu Kotmogorowa-
Smirnowa. Warto$ci analizowanych parametréw mierzonych w skali ilorazowej
charakteryzowano przy pomocy Sredniej i odchylenia standardowego lub Me
1 zakresu zmiennosci.

Do okreslenia zmian zachodzacych w czasie wykorzystano test ANOVA
z powtarzanymi pomiarami lub nieparametryczny test ANOVA Friedmana, dla
pojedynczej klasyfikacji, natomiast do oceny réznic miedzy grupami wykorzystano

test ANOVA z powtarzanymi pomiarami z podziatem na grupy.
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Ponadto do oceny wptywu jednej cechy ilosciowej na druga zmienng ilosciowa
wykorzystano wspodlczynnik korelacji Pearsona oraz wyznaczono prosta regresji
okreslajaca badane zaleznosci.

Przyjeto 5% blad wnioskowania i zwigzany z nim poziom istotnosci p<0,05,
wskazujacy na istnienie istotnych statystycznie zaleznosci badz réznic. Baze
analizowanych danych i analizy statystyczne przeprowadzono w oparciu
0 oprogramowanie komputerowe Statistica 13. 0. (StatSoft, Polska).

Wyniki
Oznaczenia w surowicy krwi

Analiza poréwnawcza biatka C-Reaktywnego (CRP, mg/L) w surowicy krwi
pomiedzy grupa zwierzat zdrowych i chorych w przebiegu do$wiadczenia
wykazata, ze grupie suk zdrowych, przed zabiegiem s$rednia warto$¢ biatka CRP
byla istotnie nizsza w poréwnaniu do suk chorych na ropomacicze (P<0.05). W 3
dniu po zabiegu ovariohysterectomii zanotowano istotno$¢ réznic pomiedzy
badanymi grupami zwierzat (P<0.05). W 10 dniu po operacji srednie wartosci CRP
w grupie suk chorych byly ponad dwukrotnie wyzsze w porownaniu do suk
zdrowych, jednakze przeprowadzona analiza statyczna nie wykazala istotnych
roznic.

Analiza pordwnawcza haptoglobiny (Hp, g/L.) w surowicy krwi pomiedzy grupa
zwierzat zdrowych i chorych w przebiegu doswiadczenia przedstawia wykazata, ze
srednie stezenie Hp w grupie suk chorych bylo istotnie wyzsze w poréwnaniu do
suk zdrowych (P<0.05). W kolejnych terminach oznaczen nie zanotowano zadnych
istotnych roznic statystycznych pomiedzy grupami.

Z danych dotyczacych ksztaltowania si¢ stezenia Neopteryny (Np, ng/mL) we krwi
suk w przebiegu doswiadczenia wynika, Ze przed operacja oraz w trzeciej dobie po
zabiegu $rednia warto§¢ Np w grupie suk chorych ksztaltowala sie na istotnie
podwyzszonym poziomie w poroéwnaniu do suk zdrowych (P<0.05). 10 dnia
obserwacji nie stwierdzono zadnych istotnych réznic pomiedzy grupami.
Ksztaltowanie si¢ stezenia Interferonu gamma (INF-y, pg/mL) i poréwnanie
pomigdzy grupami przedstawiono wskazuje, ze w grupie suk chorych przed
operacja usuni¢cia chorobowo zmienionej macicy i jajnikow $rednia wartos$¢ INF- y

byla statystycznie istotna wyzsza w poréwnaniu do suk zdrowych (P<0.05).
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W kolejnym terminie obserwacji (3 doba) zanotowano réwniez statystycznie istotne
roznice Srednich warto$ci INF- y pomiedzy obu grupami zwierzat, a 10 dnia po
operacji wartosci te ksztaltowaty sie na zblizony poziomie.

Z danych dotyczacych ksztattowania si¢ stezenia Adiponektyny (Adp, ug/mL)
w surowicy krwi suk miedzy dwoma grupami suk w przebiegu doswiadczenia
wynika, ze istotne statystycznie réznice w $rednich warto$ciach zmiennej Adp
stwierdzono u zdrowych i chorych suk w I i IT etapie badania (P<0.05).
Stwierdzono, istotne statystycznie réznice w srednich wartosciach zmiennej —
zelaza (Fe, pg/L) - we krwi suk, przed operacjg i w trzeciej dobie po wykonanym
zabiegu ovariohysterectomii miedzy sukami zdrowymi a chorymi (P<0.05).

Analiza poréwnawcza ferrytyny (pg/L) we krwi suk w przebiegu doswiadczenia
ianaliz¢ poréwnawczg pomiedzy obu grupami zwierzat wykazala, ze istotna
statystycznie réznic¢ pomigdzy grupami zanotowano pierwszego dnia obserwacji
(P<0.05).

Analiza poréwnawcza Srednich wartosci zmiennej UIBC w poszczegdlnych
odcinkach czasowych w zaleznosci od badanej grupy suk nie wykazala istotnych
statystycznie réznic.

Oznaczenia w §linie

Analiza wielokrotnych poréwnan wykazata, ze istotne statystycznie rdznice
pomiedzy Srednig wartosciag Adp suk zdrowych a chorych (P<0.05) notowane przed
operacja.

Analiza por6wnawcza S$rednich warto$ci zmiennej TEA w poszczegdlnych
odcinkach czasowych w zaleznosci od badanej grupy suk nie wykazata istotnych
statystycznie réznic.

Analizg porownawcza Srednich warto$ci zmiennej TAC w poszczegdlnych
odcinkach czasowych w zaleznosci od badanej grupy suk nie wykazala istotnych
statystycznie rdznic.

Analiza korelacji — wskazniki oznaczone w surowicy krwi

W grupie suk zdrowych, w oparciu o wspotezynnik korelacji Pearsona wykazano
istotny statystyczny wplyw zmiennej Fe na warto$¢ zmiennej Ferrytyny

w poszczeg6lnych etapach badania. Stwierdzono w trzecim dniu do$wiadczenia
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istotny statystycznie zwigzek pomig¢dzy zmiennymi Fe a Ferrytyna (r=0.67;
P=0.04). Pomig¢dzy badanymi zmiennymi wyst¢puje korelacja dodatnia, sredniej
mocy.

W oparciu o wspolezynnik korelacji Pearsona wykazano istotny statystyczny
wplyw zmiennej Adp na warto$¢ zmiennej Hp w poszczegdlnych etapach badania.
Stwierdzono w trzecim dniu do$wiadczenia istotny statystycznie zwiazek pomiedzy
zmiennymi Adp a Hp. Wystepuje korelacja silna korelacja ujemna (r=-0.84;
P<0.002). Wzrostowi wartosci jednej cechy towarzyszy spadek wartosci drugiej.

W grupie suk chorych, w oparciu o wspolczynnik korelacji Pearsona nie
stwierdzono istotnych statystycznie korelacji pomiedzy badanymi zmiennymi
w poszczegdlnych odcinkach czasowych.

Analiza korelacji — wskazniki oznaczanie w $linie

W grupie suk chorych, w oparciu o wspoétczynnik korelacji Pearsona wykazano
istotny statystyczny wplyw zmiennej Adp na warto$¢ zmiennej calkowitej
aktywnosci esteraz w poszczegdlnych etapach badania. Przed wykonanie operacji
stwierdzono istotny statystycznie zwiazek pomigdzy zmiennymi Adp a TEA
(r=0.88; P=0.008). Wystepuje silna korelacja dodatnia pomiedzy badanymi
Zmiennymi.

W grupie suk chorych, w oparciu o wspétczynnik korelacji Pearsona wykazano
istotny statystyczny wplyw zmiennej Adp na warto$¢ zmiennej catkowite;
pojemnosci antyoksydacyjnej w poszczegélnych etapach badania. Przed
wykonaniem operacji stwierdzono istotny statystycznie zwigzek pomiedzy
zmiennymi Adp a TAC (r=0.71; P=0.02. Wystepuje silna korelacja dodatnia
pomiedzy badanymi zmiennymi.

Podsumowujac, uzyskane wyniki badan wlasnych dotyczacych oznaczen
wybrar;ych hormonéw, wskaznikéw immunologicznych, zelazo-zaleznych
w surowicy krwi oraz §linie pséw chorych na ropomacicze, poddanych leczeniu
operacyjnemu, mozna stwierdzi¢, ze istnieje S$cista zalezno$¢ pomiedzy
prawidlowym funkcjonowaniem reakcji obronnej organizmu w przebiegu procesu
zapalnego, jakim bylo ropne zapalenie macicy, a powrotem do zdrowia suk

poddanych zabiegowi ovariohysterectomii. Wykazano, ze najbardziej obiecujacymi
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surowiczymi biomarkerami przydatnymi do oceny nat¢zenia reakcji zapalnej
W przebiegu ropomacicza u pséw oraz okresu pooperacyjnego byly oprécz CRP, Hp
rowniez Np, IFN-y, Adp oraz ferrytyna. Spos$rod badanych biomarkerow w §linie
Adp byla jedynym wskaznikiem, ktory moze by¢ potencjalnie wykorzystany do
oceny ogdlnoustrojowego procesu zapalnego. Uzyskane wartosci §linowe TAC,
TEA oraz surowicze UIBC nie dostarczyly statystycznie ani klinicznie waznych
informacji w obu grupach suk, jednakze sa dodatkowym aspektem poznawczym
dotyczgcym zachowania si¢ tych biomarkerow w przebiegu proceséw zapalnych.
Otrzymane wyniki badan poszerzaja mozliwosci monitorowania okresu
pooperacyjnego  u suk poprzez wprowadzenie do rutynowej diagnostyki
laboratoryjnej oznaczania w $linie i surowicy krwi poziomu pozytywnych
i negatywnych BOF.

Whioski:

1. Ropomacicze jest schorzeniem w przebiegu ktérego dochodzi do supresji
surowiczych komérkowych (Np, INFy) i humoralnych (CRP, Hp) mechanizméw
odpornosci nieswoistej u suk. Zabieg ovariohysterectomii i prawidlowy przebieg
okresu pooperacyjnego powoduje przywrdocenie tych wskaznikow do wartosci
zblizonych do fizjologicznych dla psow.

2 W  przebiegu ropomacicza dochodzi do spadku surowiczych stezef
negatywnych bialek ostrej fazy takich jak Adp, Fe i wzrostu wskaznikow zelazo-
zaleznych takich jak Ferrytyna.

3, Zabieg usunigcia macicy i jajnikow jako chirurgiczna metoda antykoncepcji
u suk powoduje wzrost stezenia gtéwnych bialek ostrej fazy (CRP i Hp), ktérych
najwyzszy poziom w surowicy stwierdza si¢ w 3 dobie po operacji.

4. Miejscowy proces zapalny wynikajacy z przerwania cigglosci tkanek na
skutek \sterylizacji chirurgicznej powoduje spadek surowiczych stezen Adp i Fe. Ich
najnizszy poziom w surowicy stwierdza si¢ w 3 dobie po operacji.

. W przebiegu ropomacicza oraz okresu pooperacyjnego przydatnymi w
ocenie natezenia reakcji zapalnej surowiczymi biomarkerami oprécz CRP, Hp sa

réwniez Np, IFN-y, Adp, Fe oraz ferrytyna.
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6. Uzyskane wyniki badan witasnych dotyczace $rednich wartosci Fe, Ferrytyny
oraz UIBC jednoznacznie wskazujg, ze podjecie szybkiej i skutecznej terapii
ropomacicza u suk oraz prawidlowy przebieg okresu pooperacyjnego jest
kluczowym aspektem majacym na celu przywrocenie zaburzonej gospodarki zelaza
W organizmie.

7. W przebiegu stanu zapalnego jakim jest ropomacicze u suk, w §linie
dochodzi do istotnego spadku wartosci Adp. Na tej podstawie mozna sadzi¢, ze
slina pobierana od pséw moze by¢ przydatnym do oceny natezenia reakcji zapalnej
w organizmie ptynem ustrojowym.

8. Po operacji ovariohysterectomii jako metody sterylizacji chirurgicznej
(3 dzien obserwacji) zanotowano wysoka korelacje dodatnig pomiedzy Fe/Ferrytyna
oraz negatywng pomigdzy Adp/Hp. Natomiast w $linie, przed zabiegiem
zanotowano silng dodatnig korelacje w grupie suk chorych pomiedzy Adp/TEA
oraz Adp/TAC.

9. Biatka ostrej fazy, wybrane parametry nieswoistej odpornosci komorkowe;
(Np i INFy) oraz wskazniki zelazo-zalezne mogg by¢ przydatne w monitorowaniu

okresu pooperacyjnego u suk.
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