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Streszczenie

Stres immunologiczny prowadzi do zahamowania rozrodu u ludzi i zwierzat, co
wskazuje na istnienie wzajemnej komunikacji miedzy uktadem immunologicznym
i rozrodczym. Oddzialywanie pomiedzy tymi uktadami moze zachodzi¢ na réznych
pictrach systemu neurohormonalnego zwanego osig podwzgorze — przysadka — gonady
(HPG). Uwaza si¢, ze komunikacja ta odbywa si¢ w najwigkszym stopniu na drodze
bezposredniej, poprzez wspdlne ligandy i receptory. Interleukina -1 (IL-1p) moze by¢
jedng z kluczowych czastek zaangazowanych w przekazywanie informacji pomigdzy
uktadem immunologicznym i rozrodczym. Interleukina -1 jest cytoking o niezwykle
plejotropowym dziataniu, ktorej obecnos¢ stwierdzono takze w rejonie osrodkowego
uktadu nerwowego (OUN). Zdolno$¢ do syntezy tej glikoproteiny posiadajg nie tylko
komorki uktadu immunologicznego, ale jej syntezg wykazano takze w komoérkach OUN
takich jak mikroglej, astrocyty, dendrocyty, a nawet niektore neurony. Wykazano
roOwniez obecnos¢ receptorow IL-1B wilasciwie na wszystkich poziomach osi HPG.
Obecnos¢ receptora IL-1P typu I (IL-1R1) stwierdzono takze na immortalizowanych
neuronach GnRH (Gnv-4), co moze $wiadczy¢é o mozliwym bezposrednim
oddziatywaniu IL-1f na funkcjonowanie tych neuronow.

Celem pracy bylo zbadanie wplywu stresu immunologicznego — dozylnej iniekcji
lipopolisacharydu — na uktad podwzgdérzowo — przysadkowo — gonadotropowy, a takze
okreslenie roli IL-1B w mediacji pomiedzy uktadami immunologicznym i rozrodczym
na poziomie podwzgorza u anestralnych owiec.

W prezentowanych badaniach zwierzeciem modelowym byla samica owcy
w okresie fizjologicznego anestrus. Stres immunologiczny u tych zwierzat wywotywano
przez dozylne podanie endotoksyny bakteryjnej — lipopolisacharydu (LPS). Natomiast
IL-1B podawano bezposrednio do OUN — iniekcja do III komory mozgu. Ste¢zenie
kortyzolu, hormonu luteinizujacego (LH), hormonu folikulotropowego (FSH) i
prolaktyny w plazmie oznaczono metoda radioimmunologiczng. Obecnos¢ IL-1 w
wybranych strukturach moézgu, takich jak okolica przedwzrokowa (POA), przednie
podwzgérze (AHA), brzuszno-przysrodkowe podwzgorze (MBH), wynioslosé
przysrodkowa (ME) i przednia przysadka (AP), oznaczono przy zastosowaniu techniki
Western Blot. Zmiany stezenia IL-1p po obwodowym podaniu LPS oznaczono przy
pomocy testu immuno-enzymatycznego (ELISA). Poziomy ekspresji genow
kodujacych: hormony przysadkowe LH, FSH, prolaktyng i ich receptory; GnRH i jego
receptor; IL-1P i jej receptory; receptor LPS — Toll-podobny receptor 4 (TRLA4);
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receptory: interleukiny -6 (IL-6) oraz czynnika martwicy guza o (TNFa); oznaczono
w POA, AHA, MBH, ME i AP metoda Real-Time PCR. Intensywno$¢ translacji GnRH
w POA okreslono przez wyznaczonenie rozkladu mRNA dla GnRH po jego
rozfrakcjonowaniu w ciggltym gradiencie sacharozy (15 — 50 %).

W prezentowanej pracy zaobserwowano, ze stres immunologiczny wywolany
podaniem LPS oraz iniekcja IL-1p do Il komory mézgu wywoluja istotne zmiany
w aktywnos$ci uktadu podwzgorzowo-przysadkowo-gonadotropowego u anestralnych
owiec. Po podaniu LPS stwierdzono znaczacy wzrost poziomu kortyzolu i prolaktyny
z jednoczesnym zmniejszeniem st¢zenia LH we krwi obwodowej. Po podaniu
lipopolisacharydu obserwowano zmniejszenie poziomu mRNA dla GnRH i GnRHR
w POA 1 ME oraz spadek poziomu mRNA dla GnRHR w przednim ptacie przysadki.
Stwierdzono takze zmniejszenie ekspresji genu dla LHB, LHR oraz zwigkszenie iloSci
mRNA dla FSHP, FSHR, prolaktyny oraz PRLR w AP, po obwodowym podaniu LPS.
W rejonie podwzgdrza stwierdzono takze obecnos¢ transkryptu IL-1pB oraz receptorow
IL-1B, IL-6 i TNFa. Endotoksyna spowodowala zwiekszenie ekspresji genow IL-1p
i receptora IL-1p typu I w POA, AHA, MBH, ME i AP, natomiast wzrost poziomu
MRNA dla receptora IL-1f typu II byl obserwowany w wyzej wymienionych
strukturach poza AHA. Po obwodowym podaniu LPS stwierdzono takze wzrost ilo$ci
MRNA dla receptora TNF typu | i receptora IL-6 w POA, AHA, MBH, ME i AP
i receptora TNF typu Il w AHA i AP. We wszystkich analizowanych strukturach mézgu
stwierdzono obecnos¢ mMRNA dla TRL4, ktéorgo poziom znacznie wzrastal po
obwodowym podaniu LPS. Stwierdzono takze obecno$¢ formy pro- oraz formy
dojrzatej glikoproteiny — IL-1f — w rejonie podwzgoérza i w przysadce u owiec
traktowanych LPS. Po obwodowym podaniu LPS juz po 0,5 h nastepowal gwaltowny
wzrost (okoto 11-krotny) poziomu IL-1p w ptynie mézgowo-rdzeniowym pobranym
z 11 komory mozgu. Iniekcja IL-1B do Il komory mézgu nie spowodowata zmian
w obwodowym poziomie kortyzolu, LH, FSH i prolaktyny u anestralnych owiec.
Po centralnym podaniu IL-1p obserwowano natomiast istotny spadek poziomu mRNA
dla GnRH w POA 1 ME oraz obnizenie poziomu mRNA dla GnRHR w ME 1 AP, jak
réwniez spadek ekspresji genow LHP i FSHP w AP. Podana centralnie IL-1f wykazata
wiasciwos$ci autostymulujace, po jej injekcji stwierdzono wzrost ekspresji genu IL-1f3
w POA, MBH 1 ME. Natomiast zwigkszenie ekspresji genu receptora IL-1B typu I
obserwowano tylko w POA i MBH. Po centralnym podaniu IL-1p stwierdzono takze

istotne zmniejszenie intensywnosci translacji GnRH w POA.
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Otrzymane wyniki wykazaty, ze stres immunologiczny wywotany podaniem LPS
jest silnym modulatorem aktywnos$ci osi HPG. Komunikacja migdzy ukfadem
immunologicznym a osig HPG zachodzi przy udziale wspdlnych dla tych ukfadow
ligandow 1 receptorow. Bardzo wazng role w tym procesic odgrywaja cytokiny
prozapalne takie jak IL-1B, IL-6 i TNFa, gdyz we wszystkich analizowanych
strukturach mézgu stwierdzono obecnos¢ transkryptu dla ich receptorow. Obecnosé¢
w rejonie podwzgorza mRNA dla swoistego receptora LPS — Toll-like receptor 4 oraz
zmiana jego ekspresji po obwodowym podaniu endotoksyny, pozwalaja wnioskowac
o mozliwosci bezposredniego oddziatywaniu LPS na o§ HPG, takze na poziomie
podwzgorza. Uzyskane wyniki wskazuja na wazng role IL-1  w komunikacji pomigdzy
uktadem immunologicznym a neuroendorynnym odgrywa plejotropowa IL-1.
Jej oddziatywanie w rejonie podwzgorza powoduje zmiany w sekrecji neuronéw GnRH,
ukierunkowane na hamowanie posttranskrypcyjnych procesow syntezy GnRH.
Uzyskane wyniki wskazujg na IL-1P jako na istotny czynnik hamujacy translacje¢ tego
neurohormonu w perikarionach neuronow GnRH zlokalizowanych w POA.
Na podstawie uzyskanych danych mozna stwierdzi¢, ze komérki OUN mogg byc¢
bardzo istotnym, a nawet glownym zrodlem IL-1B obecnej w plynie mozgowo-
rdzeniowym. Prawdopodobnie endogenna IL-1p moze by¢ =znacznej mierze
odpowiedzialna za hamowanie aktywnos$ci ukladu rozrodczego na poziomie
podwzgorza.

W prezentowanej pracy, po raz pierwszy u owcy, stwierdzono ekspresj¢ genow
kodujagcych receptory LH i FSH w przedniej przysadce, co moze wspiera¢ hipoteze
o istnieniu i udziale ultra krotkiej petli sprzezeniowej w regulacji sekrecji LH 1 FSH na
poziomie przysadki.

W prezentowanej pracy, takze po raz pierwszy w literaturze $wiatowej, wykazano
obecno$¢ mRNA dla GnRH w ME — strukturze podwzgorza, w ktorej znajduja si¢
zakonczenia neuronéw GnRH-ergicznych. Dane te sg pierwszym dowodem na to, ze
w neuronach GnRH moze zachodzi¢ zjawisko aktywnego, aksonalnego transportu
MRNA kodujacego GnRH. Ewentualna lokalna synteza tego neurohormonu
w zakonczeniach nerwowych moze odgrywac istotng role w aktywnosci sekrecyjnej

tych neuronéw.



