STRESZCZENIE

Cysty jajnikowe (CJ) sa przyczyng 15-30% przypadkoéw okresowej lub trwatej
nieptodnosci u krow. Pierwotng ich forma sa cysty pecherzykowe. Etiologia cyst
pecherzykowych jest zlozona, wieloczynnikowa 1 heterogenna, a patogeneza
wielokierunkowa i wcigz nie do konca wyjasniona. Rozwoj cyst moze by¢ spowodowany
m.in. szeregiem uwarunkowan hormonalnych, metabolicznych, $rodowiskowych
1 dziedzicznych.

Celem pracy byto okreslenie znaczenia zmian stezenia kisspeptyn we krwi i plynie
pecherzykowym oraz ekspresji mRNA kiss-I 1 kiss-Ir w komorkach jajnikow
w patogenezie torbieli pecherzykowych u krow.

W pierwszym etapie badan (in vivo) wykorzystano materiat kliniczny pochodzacy
od kréw zdrowych cyklicznych (grupa I, n=12), kréw zakwalifikowanych w pierwszym
badaniu po porodzie jako zdrowe cykliczne, u ktérych po pierwotnym pobraniu probek
krwi w kolejnym cyklu nie doszto do owulacji i stwierdzono torbiele pecherzykowe
(grupa II, n=12) oraz od krow z cystami pecherzykowymi stwierdzonymi podczas
diagnozowania cigzy min. 120 dni po porodzie (grupa III, n=10). Drugi etap badan,
w warunkach in vitro, przeprowadzono z wykorzystaniem jajnikow wyizolowanych
od krow zdrowych podczas uboju. W warunkach in vivo poréwnano stezenie
kisspeptyny-10 w osoczu krwi i ptynie pecherzykowym pobranym od kréw z cystami
pecherzykowymi 1 krow cyklicznych oraz podjeto probe ustalenia markerowych wartosci
stezenia kisspeptyny-10 wskazujacych na obecno$¢ cysty pecherzykowej na jajniku.
W celu ustalenia prognostycznych, w odniesieniu do ryzyka rozwoju cyst, wartosci stezen
kisspeptyny-10, poddano analizie poziom tego neurohormonu w osoczu krwi krow
w poznej fazie pecherzykowej cyklu rujowego poprzedzajacej powstanie cysty.
Poréwnano takze ekspresj¢ mRNA kisspeptyn i ich receptorow KiSS1R w komoérkach
ziarnistych 1 komorkach ostonki wewngtrznej wyizolowanych z pegcherzykow
jajnikowych oraz z cyst pgcherzykowych. Z kolei w warunkach in vitro analizie poddano
wplyw leptyny na wydzielanie KiSS-10 przez komorki ziarniste pecherzyka jajnikowego,
a nastgpnie okreslono wptyw KiSS-10 na wydzielanie 17B-estradiolu przez komorki
ziarniste pecherzykow jajnikowych krow. Zbadano réwniez oddzialywanie leptyny
na ekspresj¢ mRNA receptora leptyny (OB-Rb), mRNA KiSS-1, mRNA receptora
KiSS1R w komorkach ziarnistych in vitro.

W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze st¢zenie KiSS-10 w osoczu
krwi krow w okresie od 18 do 21 dnia cyklu rujowego poprzedzajacego powstanie cysty
pecherzykowej jest ponad dwukrotnie nizsze (12,65 +/- 3,60 ng/ml; zakres: 9,07 — 17,49
ng/ml), niz u kréw zdrowych (28,78 +/- 2,61 ng/ml; zakres: 25,26-31,56 ng/ml). Wartosci
stezenia KiSS-10 w zakresie 9,00 — 17,50 ng/ml w 18-21 dniu cyklu rujowego mozna
zatem wstepnie uznac za prognostyczne — wskazujace na zwigkszone ryzyko anowulacji
1 powstania cysty pecherzykowej w kolejnym cyklu. Natomiast, st¢zenie KiSS-10
w osoczu krwi krow ze zdiagnozowanymi cystami pgcherzykowymi w okresie 1-4 dni
przed punkcja jest ponad dwukrotnie wyzsze (64,03 +/- 3,86 ng/ml, zakres 59,97-68,56
ng/ml)), niz u krow zdrowych (28,78 +/- 2,61 ng/ml; zakres: 25,26-31,56 ng/ml).
Wartos$ci stezenia KiSS-10 w zakresie 60,00-68,50 ng/ml mozna zatem wstgpnie uznac
za markerowe — wskazujace na obecnos¢ cysty pecherzykowej na jajniku. W przypadku
kréw zdrowych cyklicznych $rednie stezenie KiSS-10 wynosito 28,78 +/- 2,61 ng/ml
(zakres: 25,26-31,56 ng/ml). Wartos$ci stgzenia KiSS-10 w tym zakresie mozna zatem
wstepnie uzna¢ za prognostyczne — wskazujace na wystgpienie owulacji w danym cyklu
rujowym. Ustalono takze, ze st¢zenie KiSS-10 w plynie pochodzacym z cyst
pecherzykowych jest okolo 1,6 razy wyzsze, niz w plynie pecherzykowym pochodzacym



z pecherzykéw preowulacyjnych. Ponadto, wykazano, Ze poziom ekspresji mRNA
kisspeptyn jest znaczaco wyzszy (p<0,05) w komoérkach ziarnistych pochodzacych z cyst
pecherzykowych w  poréwnaniu do komoérek wyizolowanych z pecherzykow
preowulacyjnych. Analiza poziomu ekspresji mRNA receptorow kisspeptyn wykazata
odwrotng zalezno$¢. W efekcie badan przeprowadzonych w warunkach in vitro
stwierdzono, zZe leptyna oddziatuje na wydzielanie kisspeptyn przez komorki ziarniste
pecherzykow jajnikowych krow w sposdb zalezny od czasu ekspozycji i st¢zenia.
Stwierdzono dodatnig korelacje pomigdzy ekspozycja komodrek na leptyng w stezeniach
101 - 10° M a wydzielaniem KiSS-10. Rownocze$nie wykazano ujemng zalezno$¢
pomiedzy leptyng w zakresie stezen 10 - 10 M a sekrecjg KiSS-10 z komorek
ziarnistych pecherzyka jajnikowego. Ustalono rowniez, ze kisspeptyna-10 oddziatuje na
wydzielanie 17-estradiolu przez komorki ziarniste pecherzykéw jajnikowych krow
w sposOb zalezny od czasu ekspozycji i1 stezenia. Stwierdzono dodatnig korelacje
pomiedzy ekspozycja komoérek na kisspeptyng-10 w stezeniach 1071 - 10° M
a wydzielaniem 17B-estradiolu. Rdwnoczes$nie wykazano ujemng zalezno$¢ pomiedzy
kisspeptyng-10 w zakresie stezen 10 - 10 M a sekrecjg 17p-estradiolu z komorek
ziarnistych pecherzyka jajnikowego. Ponadto, ustalono, ze ekspozycja komorek
ziarnistych pecherzyka jajnikowego na leptyne w stezeniach 101 — 107 M powoduje
w warunkach in vitro wzrost ekspresji mRNA kiss/ w stosunku do kontroli. Natomiast
leptyna w najwyzszych z zastosowanych stezen (10°° — 10> M) znaczaco (p<0,05) obniza
poziom mRNA kiss/. Analiza poziomu ekspresji mRNA receptorow kisspeptyn pod
wplywem leptyny wykazata odwrotng zalezno$¢.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze uklad KiSS1/ KiSS1R moze by¢ istotnym
elementem patogenezy cyst pecherzykowych u krow nie tylko na poziomie podwzgorza
1 przysadki mozgowej, ale rowniez na poziomie jajnikow. Znaczaco (p<0,05) nizsze, niz
u krow zdrowych, stezenie KiSS-10 w osoczu krwi w okresie od 18 do 21 dnia cyklu
rujowego  poprzedzajacego  powstanie  cysty  pecherzykowej, na  skutek
niewystarczajacego sygnatu pobudzajacego wydzielanie 17B-estradiolu z komorek
ziarnistych pecherzyka jajnikowego, moze by¢ przyczyna braku prawidlowego
przedowulacyjnego wyrzutu 17-estradiolu warunkujacego owulacje 1 tym samym,
powodowaé powstawanie cysty pecherzykowej. Z kolei, istotnie (p<0,05) wyzsze, niz
u kréw zdrowych, stezenie KiSS-10 w osoczu krwi i ptynie pochodzacym z cyst oraz
znaczaco wyzszy poziom ekspresji mRNA kisspeptyn w komorkach ziarnistych
pochodzacych z cyst pecherzykowych w poréwnaniu do komoérek wyizolowanych
z pecherzykow preowulacyjnych, poprzez obnizenie poziomu ekspresji receptorow
kisspeptyn w komorkach ziarnistych, moze powodowaé podobny efekt zwigzany
z brakiem prawidlowego przedowulacyjnego wyrzutu 17f-estradiolu warunkujacego
owulacje i, tym samym, zachowa¢ status hormonalny odpowiedzialny za utrzymanie
cysty 1 brak owulacji w kolejnych cyklach rujowych. Precyzyjne ustalenie udzialu uktadu
KiSS1/ KiSS1R w patogenezie cyst pecherzykowych u krow wymaga jednak dalszych
badanh w warunkach in vivo, z uwzglednieniem nie tylko materialu klinicznego
i pochodzacego z ubojni, ale rowniez probek o charakterze doswiadczalnym, pozyskanym
od kréw poddanych dziataniu ré6znych dawek KiSS-10 w celu oceny ich oddzialywania
na aktywnos¢ jajnikow.
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