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Abstract. Cow’s uterus biopsy samples were taken in winter 2004/2005 at the research and training farm
“Vecauce”. Histological investigations were performed at the Institute of Anatomy and Anthropology of Riga
Stradins University. Nine cows were biopsied twice: in the first and fifth week of postparturition. The aim
of the research was to reveal inflammatory factors, neuropeptide-containing innervations, and apoptosis in
the endometrium of cows in postparturition period. The results showed significant increase in the number of
inflammatory cells, TNF-a, and apoptotic cells in endometrium between first and fifth week after parturition
(p<0.01). A mild positive correlation was found between the number of apoptotic cells and macrophages in
endometrium (r= 0.54; p<0.1). In cow’s endometrium, expression of MMP-2 was observed in macrophages,
but it was not characteristic of processes in the cow’s uterus in postparturition period. Compared to MMP-2
expression, MMP-9 expression was significantly higher (p<0.05) and was characteristic of cow’s uterus in
postparturition. No statistically significant correlation was found between cells expressing IL-10, MMP-2,
MMP-9, TNF-0, and PGP 9.5. A mild positive correlation (r=0.52; p<0.05) between the number of TNF-a
positive cells and infiltration of endometrium with inflammatory cells was detected. A mild positive correlation
(r=0.58; p<0.05) was observed between the number of TNF-a and apoptotic cells in the cows’ endometrium.
PGP 9.5 containing nerve fibers appeared around endometrial glands, walls of blood vessels, and in submucosal
tissue and did not correlate with tissue infiltration by inflammatory cells, possibly due to the weakness of the
immune system of individual animals.

Key words: cow’s uterus in postparturition, matrix metalloproteinases, interleukine-10, tumor necrosis factor-a,
protein gene product 9.5.

Ievads

Arvien aktualaki kst p&tijumi par biologiskajiem
procesiem §unas specifisku biologiski aktivu
vielu ietekmé, lai izprastu, prognozétu un vaditu
pécdzemdibu  perioda  dzemdes  involicijas
mikroprocesu norises gaitu un to ietekmé&joso faktoru
mijiedarbibu.

Visi audu mikroprocesi saistas ar Stnu
ekstracelularo matrici (ECM), ar tas protelniem
un citam biologiski aktivam vielam. Matrices
metaloproteinazes (MMP) ir specifiski proteolitiski
enzimi, kas nodroSina un uztur ECM homeostazi.
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MMP un ar tam saistitie endogénie inhibitori (TIMP
— tissue inhibitor of metalloproteinases) kopa tiek
apziméti par MMP sistemu (MMPs). Paslaik ir zinami
vairak neka 20 MMP parstavji (Kliem, 2006; CurryJr
and Osteen, 2001). Iekaisuma $iinas, Tpasi makrofagi,
sp€j sintez&t, uzkrat un izdalit MMP-2 un MMP-9. Ir
zinams, ka makrofagi spgj sekretét vairak neka 100
dazadu vielu, pieméram, citokinus, MMP, TIMP,
augSanas faktorus un citus, tada veida modific€jot
ECM sastavu dazadu procesu laika.

MMP-2 (alternativi sauktas arT par 72 kDa
zelatinazi, zelatinazi A, IV tipa kolagenazi) substrati
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ir I, I, I, V, VII un X tipa kolagéns, elastins,
fibronektins, zelatins un prokolagenaze-3. Savukart
MMP-9 (sauktas ar1 par 92 kDa zelatinazi, zelatinazi
B) substrati ir IV un V tipa kolagéns, elastins un
zelatins.Mingtas vielas izdala dazadas organisma
Sanas.

Viens no butiskakajiem procesiem organisma un
tieSi govim dzemdes involiicijas laika ir apoptoze
jeb programmeta $inu nave (PCD — programmed
cells death). PCD ir genétiski noteikts, biokimiski
specifisks Sinunaves veids, kasiesakas arspecifiskiem
signaliem un nelizosomalu endogénu endonukleazu
aktivaciju, ka rezultata Stinu kodola DNS tiek saskelta
fragmentos, atbrivojot organismu no novecojusam,
nevajadzigam vai bojatam $tnam. Morfologiski PCD
izpauzas ar atsevisku haotiski novietotu $iinu navi.
PCD inhibitori ir augSanas faktori, $iinu matrice,
steroidie hormoni, un dazu virusu olbaltumi. Savukart
PCD aktivatori ir: augSanas faktoru trikums, saiknes
ar matrici zaudéSana, glikokortikoidi, dazi virusi,
brivie radikali un joniz&josais starojums (Goyeneche
and Telleria, 2005).

Interleikini (IL) darbojas ka kimiski imiinsisteémas
informacijas parstavji un piedalas hiperjutiguma un
iekaisuma atbildes reakcijas, regulé T un B limfocTtu
aktivizaciju iminatbildes reakcijas laika uz antigénu.
Galvenais iminregul&joso citokinu avots organisma
ir CD4'T Sunas, kas diferencgjas T,1 un T,2
subpopulacijas. T,,2 Stunu un makrofagu producétais
IL-10 inhib& T,1 Stinu producgSanu un makrofagu
funkcijas, bet T, 1 sekreté interferonu-y (IFNy), kur$
aktiviz€ makrofagus, inhib& B S$tnas un ir toksisks
atseviskiem SGnu veidiem (Meyer and Harvey,
2004).

Aktivizeti makrofagi producg citokinu — audzgju
nekrotisko faktoru alfa (TNF-a), kurs ir neglikozil&ts
proteins ar 17 kDa molekulmasu. Ir zinams, ka
TNF-a stimul@ prostaglandina sint€zi lutealajas stinas
un samazina gonodotropinu inductu progesterona
producésanu govju lutealajas Stnas. TNF-a induce
apoptozi un $tnu proliferaciju (Kliem, 2006).

Iekaisuma atbildes reakcija ir minimizet
kairinataja efektu, un S§is mehanisms darbojas ar1
govs dzimumcelos p&cdzemdibu perioda. Galvena
atbilde uz kairinataju ir skidruma un $tinu uzkrasanas
bojato audu vieta ar mérki norobezot bojato
apvidu. Tas ir aktivs bioktmisks process, kas ietver
daudzas biokimiskas reakcijas ar funkcionalam un
morfologiskam parmaipam. Viens no batiskiem
dzemdes morfologijas parametriem ir inervacijas
izmainas dzemdes audos $aja perioda. To raksturo
proteingénvielas (PGP 9.5) klatbiitne un tas daudzuma
izmainas dazadu biologisku procesu mijiedarbiba
dzemdes audos (Tingaker et al., 2006). PGP 9.5 ir
citosolisks 24.8 kDa proteins, kas pieder ubikvitinai
C-terminala hidrolazes apaksklasei. Ta ir atrodama
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mugurkaulnieku neironos un neiroendokrinajas
§tnas, kur ir aptuveni 1-5% no visiem SkistoSajiem
protetniem (Piccinini et al., 1996).

Latvija Iidz $im nebija veikti p&tfjumi par §tinu un
to matrices biologiju govs dzemdg. P&tjjuma mérkis
bija izzinat iekaisuma faktoru un apoptozes izplatibu
govs dzemdes audos p&cdzemdibu perioda, ka ari
savstarp€ji korelét min&tas norises.

Materials un metodes

Petijuma bija ieklautas devinas Latvijas briinas
(LB) Skirnes govis no LLU MPC ,Vecauce”
slaucamo govju ganampulka novietnes ,,Ligotnes”
2004./2005. gada ziemas perioda. Biopsijas paraugi
no govju dzemdes npemti pirmaja nedéla péc
atneSanas un atkartoti cetras nedg€las p&c atneSanas ar
originalu biopsijas instrumentu, kas raZots uzpémuma
,,Kruuse”, Danija. PeciegliSanas audu paraugiievietoti
neitrala 12% formalina skiduma, pH 7.5 (Humason,
1967), kura tie uzglabati [idz izmekléSanai Rigas
Stradina Universitates Anatomijas un antropologijas
institiita Morfologijas laboratorija. Rutinai gaismas
mikroskopijai ar gaismas mikroskopu ,Leica
BME” govju dzemdes audu paraugi tika atiidenoti,
attaukoti un ielikti parafina blokos, p&c tam griezti
ar mikrotomu un krasoti ar eozinu un hematoksilinu
(Aughey and Frye, 2001).

Imiinhistoktmiski noteiktas matrices
metalloproteinazes-2 un -9 (MMP-2 un MMP-9,
darba atSkaidijums—1:100, ,,R&D”, Anglija), audzgju
nekrotiskais faktors-o (TNF-o, darba atSkaidijums —
1:100, ,,Abcam”, Anglija), interleikins-10 (IL-10,
darba atSkaidijums — 1:400, ,,Abcam”, Anglija),
proteingéna peptids 9.5 (PGP 9.5, darba atSkaidijjums
— 1:1600, ,,.DakoCytomation”, Danija) (Hsu et al.,
1981). Apoptozes noteikSanai izmantojam TUNEL
diagnostikas metodi (Negoescu et al., 1998). Datu
statistiskaja apstradé lietojam Stjudenta t testu
vienas paraugkopas analizei, Vilkinsona testu
divu saistitu paraugkopu analizei un divfaktoru
un daudzfaktoru korelacijas analizi (Arhipova un
Balipa, 2003).

Rezultati un diskusija

Govju endometrija histologiskie izmekl&jumi
paradija statistiski nozimigu (p<0.01) neitrofilo
leikocTtu, makrofagu wun limfocttu infiltracijas
palielinajumu laika no pirmas lidz piektajai nedelai p&c
dzemdibam. Tas skaidrojams ar involiicijas procesu,
kad dzemdes audos izziid ar dzemdibu procesu saistita
tiska, audi klust blivaki un notiek dzemdibu procesa
radusas dzimumsistémas infekcijas izskausana, audu
atjaunosanas un cikliskuma atsakSanas, kad savukart
novéro paaugstinatu polimorfonuklearo leikocitu
aktivitati. Infiltracijas intensitate starp atseviSkam
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govim varié, iesp&jams, infic€Sanas pakapes un
individualas imunitates spraiguma del (1. tabula).
Apoptotisko Stnu daudzums endometrija stroma
no pirmas lidz piektajai ned€lai p&c atneSanas
palielinajas par 30%, bet epitélija par 26%, pie
kam pirmaja nedéla p&c atneSanas tas bija lidzigs

daudzumam epitelialajas un stromas $tinas (p>0.05),
bet cetras ned€las p&c atneSanas apoptotisko Stinu
daudzums stroma bija lielaks neka epitelialajas Stinas
(p<0.01) (1. att.). Apoptotisko $tinu koncentracijas
picaugums dzemdes audu stroma var@tu bt
skaidrojams ar to, ka govs dzemde Cetras ned€las péc

1. tabula / Table 1

Iekaisuma $iinu infiltracija, apoptoze un biologiski aktivas vielas govs endometrija
1. un 5. nedéela péc dzemdibam
Inflammatory cell infiltration, apoptosis and biological substances in cow’s endometrium in the
1st and 5th week postparturition

- 873 E -

Eg?sx :§!§§'§ qﬁ%:i-; D N - 3 )

5= 5% EESE SEEE S 0§ 3 £ &

2% 2 i2E% 2525 = = 7 B E

~ Zo é 15) q‘::; = 58< 5
Tapa/F2 1 3.3+2.73 34.5+3.20 -+ + + _ —
Tapa/l 5 32.5£7.18 28.846.15 ++ + + F++
Esma/F3 1 14.7+7.63 25.2+3.15 +++ + _ +
Esma/7 5 45.2+32.02 63.2+1.50 ++ + + + +
Dakota/F4 1 13.7£12.94 ... ++ + + _ 4t
Dakota/3 5 34.5+11.18 ... +++ + +++ et +
Tervete/F5 1 15.0+4.20 30.2+5.50 + + + _ _
Tervete/2 5 25.0+4.15 12.840.85 ++ + + ++ +
Vaida/F6 1. 23.7+£8.36 14.0+0.30 +++ + — _ +
Vaida/6 5. 46.2+7.17 62.5+7.80 ++ + _ + N
Okence/F7 1 16.5£2.43 ... + + - ++ T
Okence/8 5 19.3£13.87 74.0£14.35 ot + + 4+ +
Elba/F8 1 11.2£7.19 ... +++ + + + +
Elba/9 5 29.3+6.02 ... ++ + + +++ ++
Akace/F9 1 2724402 ... ++ + + +
Akace/5 5 2954476 e ++ + _ + "
Loda/F10 1 4.8+1.19 21.6+28.85 ++ + N - +
Loda/4 5 45.3+£13.06 23.8+4.00 ++ + ++ ++ +

Apzim&jumi: MMP — matrices metalloproteinaze; IL — interleikins; TNF — tumoru nekrotiskais factors;

PGP — proteingénviela
— —nav MMP, IL, TNF-0, PGP 9.5 un apoptozes $tinas
+ —nedaudz $tunu satur MMP, IL, TNF-o un PGP 9.5

++ —vidgjs daudzums $tnu satur MMP, IL, TNF-a un PGP 9.5

+++ — daudz $tunu satur MMP, IL, TNF-a un PGP 9.5
++++ — loti daudz $tinu satur MMP, IL, TNF-a un PGP 9.5

Notations: MMP — matrix metalloproteinasis; IL — interleukin; TNF — tumor necrosis factor;

PGP — protein gene product

— —lack of MMP, IL, TNF-a, PGP 9.5, and of apoptotic cells

+ — small number of cells containing MMP, IL, TNF-a, and PGP 9.5

++ — moderate number of cells containing MMP, IL, TNF-a, and PGP 9.5
+++ —numerous cells containing MMP, IL, TNF-a, and PGP 9.5

++++ — significant number of cells containing MMP, IL, TNF-a, and PGP 9.5
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atneSanas ir involiicijas nosléguma, dzemdes audi ir
kompakti un blivi salidzinajuma ar pirmo ned¢lu, kad
dzemdes siena V&l ir loti izstiepta un audos doming
tiska. P&tfjums paradija, ka govim pe&cdzemdibu
perioda kopuma pastav bitiska (r=0.92; p<0.01)
pozitiva korelacija starp PCD S$inu daudzumu
stroma un epitélija. Apoptotiskajam StGnam bija
vidgja pozitiva korelacija ar makrofagu daudzumu
endometrija (r= 0.54; p<0.1), ko var izskaidrot ar
to, ka makrofagi izdala TNF-a, kas ir viens no PCD
induce@tajiem (Zhdanov et al., 2003).

Makrofagos veérojama MMP-2 ekspresija govs
dzemdes audos nav raksturiga komponente noris€m
pécdzemdibu perioda, kamer S§aja pasa laika
MMP-9 ekspresija govs endometrija makrofagos
ir ievérojami lielaka (p<0.05) (2. un 3. att.).
Iesp&jams, misu pétijuma atrasta MMP ekspresija
galvenokart endometrija dziedzerslana fagocitarajas
§tinas saistama ar specifisku §is proteinazes
aktivaciju.

IL-10 konstatgjam S$tGnas ap virsmas epiteliju
un zem ta, ka arT dziedzerSiinas (4. att.), kas atbilst
citu autoru apgalvojumam, ka IL-10 izdala ne
vien CD4'T S$unas, bet dzemdes audos to izdala
arT endometrija dziedzeru un endometrija epitélija
Stinas (El-Sherif et al., 2001; Sallinen et al., 2000).
Mingto autoru pétijjumos IL-10 ekspresija sasitita
nevis ar iekaisuma procesiem dzemdg, bet gan ar
dzimumcikla fazém: IL-10 ekspresija palielinajas
dzimumcikla sekretoraja faze, ka arT paradijas péc
medroksiprogesterona lietoSanas. Tas, iesp&ams,
izskaidro, kad€] neatradam nevienu statistiski ticamu
bitisku korelaciju saistiba ar IL-10 ekspresiju miisu
izmeklgjumiem, jo misu p&tamiem dzivniekiem
butiskakie bija dzemdes involiicijas un regeneracijas
procesi.

TNF-o daudzums bija batiski  (p<0.001)
palielinajies, salidzinot pirmo un piekto ned&lu pé&c
atneSanas, turklat tas korelgja (r=0.52; p<0.05) ar
iekaisuma $tinu infiltracijas pakapi endometrija un
ar PCD endometrija stroma (r=0.58; p<0.05) (5. att.).
Sadu novérojumu var saistit ar TNF-a ka fiziologisku
PCD inducétajfaktoru, jo, ka zinams, TNF-a un Fas-
ligands (CD178) iesak bioktmisku reakciju kaskadi,
kuras sekas ir hromosomu defragmentacija un $tinu
nave. Organisma $tnu virsmas ir speciali TNF-a
receptori TNF-RI un TNF-RII, bet Fas-ligandam
receptors ir Fas/APO-1 (CD95). Minétie receptori ir
lidzigi péc ekstracelulara doména cisteina satura, ka
arreceptora intracelularas dalas. Saistoties TNF-a.un
Fas-ligandiem ar apoptozes receptoriem, aktivizgjas
intracelularie So receptoru t.s. ,,naves doméni”
(DED — death effector domain) DED, DED1, DED2
un citi starpnieki, ieskaitot keramidus, proteinu
tirozinkinazes, katepsinu D u.c., kuri parvada $inu
naves signalu.

PGP 9.5 galvenokart atradam nervskiedras
endometrija ap dziedzeriem, zemglotada un
asinsvadu sienas (6. att.). Parasti iekaisuma
procesa iekaisuma mediatori veicina nervu Skiedru
veidosanos, bet atseviskos gadijumos (Cetros no
18) sadu tendenci nenovérojam, jo pie augstas
iekaisuma $tinu infiltracijas PGP 9.5 imiinreaktivas
nervskiedras neatradam. Jaatzim&, ka paraugos,
kuros nekonstatgjam PGP 9.5, praktiski neatradam
arT IL-10, kas varétu but saistits ar olnicu darbibas
disfunkciju negativas energijas bilances perioda. Ari
TNF-a daudzums $Tm govim bija salidzinoSi mazaks.
Iesp&jams tade] arT konstat€jam endometrija PGP 9.5
un PCD vaju negativu korelaciju (r=—0.25; p<0.1), kas
varétu bit saistits ar atseviSku dzivnieku organisma
imiinsistémas vajumu pécdzemdibu perioda.

1. att. Apoptoze endometrija $iinas piektaja nedela p&c atnesanas (TUNEL, X 200).
Fig. 1. Apoptosis in endometrial cells in the fifth week postparturition (TUNEL, X 200).

2. att. MMP-2 ekspresija endometrija piektaja nedéla p&c atnesanas (MMP-2 IMH, X 250).
Fig. 2. Expression of MMP-2 in cow’s endometrium in the fifth week postparturition (MMP-2 IMH, X 250).

3. att. MMP-9 ekspresija govs endometrija piektaja nedéla péc atnesanas (MMP-9 IMH, X 250).
Fig. 3. MMP-9 expression in the fifth week postparturition (MMP-9 IMH, X 250).

4. att. IL-10 ekspresija zem endometrija virsmas epit€lija un dziedzersiinas (IL-10 IMH, X 400).
Fig. 4. Expression of IL-10 under epithelial cells and in glandular cells of endometrium (IL-10 IMH, X 250).

5. att. TNF-a ekspresija endometrija piektaja nedela pec atnesanas (TNF-a IMH, X 200).
Fig. 5. TNF-a expression in the fifth week postparturition (TNF-a IMH, X 200).

6. att. PGP 9.5 ekspresija nervskiedras ap endometrija dziedzeriem, asinsvadu sienas un zem epitélija (PGP
9.5 IMH, X 200).
Fig. 6. PGP 9.5 expression in nerve fibers around endometrial glands, walls of blood vessels, and under
epithelium (PGP 9.5 IMH, X 200).

LLU Raksti 21 (315), 2008; 73-78

77



I Sematovica et al.

Matrices metaloproteinazes apoptoze govju endometrija pécdzemdibu perioda

Secinajumi

1.

Govju endometrija ir statistiski nozimiga
atSkiriba (p<0.05) starp TNF-a un apoptotisko
Stinu sadaltfjuma relativo daudzumu pirmaja un
piektaja nedéla pec dzemdibam.

Govju endometrija p&cdzemdibu perioda
apoptotisko Stinu daudzums batiski palielinas
laika no pirmas Iidz piektajai nedé€lai (p<0.05),
uzradot vidgji pozitivu korelaciju ar makrofagu
daudzumu endometrija (r= 0.54; p<0.1).
MMP-2  ekspresiju govs dzemdes audos
pecdzemdibu perioda no pirmas lidz piektajai
nedélai atradam makrofagos, bet ta nav raksturiga
noris€m minétaja peécdzemdibu perioda. MMP-9
ekspresija Saja laika govs dzemdes makrofagos ir
ievérojami lielaka (p<0.05).

IL-10 ekspresija statistiski nozimigi nekorel& ar
MMP-2, MMP-9, TNF-a, PGP 9.5 un iekaisuma
Stinu infiltraciju laika no pirmas lidz piektajai
nedélai govs pecdzemdibu perioda.

TNF-0 daudzums bitiski (p<0.001) palielinas,
salidzinot pirmo un piekto ned&lu p&c atneSanas,
turklat tas korele (r=0.52; p<0.05) ar iekaisuma
Sinu infiltracijas pakapi endometrija un
endometrija apoptozi (r=0.58; p<0.05).

PGP 9.5 nervskiedras raksturo endometrija
dziedzeru sienas, zemglotadu un asinsvadu
sienas, bet to sadalijums nekorelg ar iekaisuma
Sinu  infiltraciju, iesp&ams, individualas
dzivnieka organisma imiinsistémas vajuma dgl.
Mikroinvoliicijas procesi govs endometrija norit
vel piektaja nedela pec atnesanas.
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