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Streszczenie 

Na wczesnych etapach rozwoju, obejmujŃcych Ũycie pğodowe oraz wczesny okres po urodzeniu 

(postnatalny), organizm jest szczeg·lnie wraŨliwy na bodŦce Ŝrodowiskowe, 

przy dominujŃcym wpğywie Ŝrodowiska matczynego. Zar·wno niedob·r, jak i nadmiar 

skğadnik·w odŨywczych w tym czasie mogŃ determinowaĺ trajektoriň rozwoju potomstwa,  

a w niekt·rych przypadkach oddziağywaĺ wielopokoleniowo. U myszy w okresie postnatalnym 

intensywnie dojrzewa oŜ podwzg·rze-przysadka-gonady (HPG, ang. hypothalamus-pituitary-

gonadal axis), kt·rej aktywnoŜĺ u samic wsp·ğregulujŃ dwie gğ·wne populacje neuron·w 

kisspeptynowych zlokalizowane w jŃdrze przednio-brzuszno-okoğokomorowym/jŃdrze 

okoğokomorowym (AVPV/PeN, ang. anteroventral periventricular nucleus/periventricular 

nucleus) oraz jŃdrze ğukowatym (ARC, ang. arcuate nucleus). Dojrzewanie obwod·w 

neuronalnych w ARC ï potencjalnie takŨe tych uczestniczŃcych w kontroli rozrodu ï wspiera 

leptyna, kluczowy przekaŦnik stanu metabolicznego organizmu. 

Celem niniejszej pracy byğa ocena wpğywu przejŜciowego stresu Ũywieniowego we wczesnym 

okresie Ũycia, wynikajŃcego z ograniczonej podaŨy energii, skğadnik·w odŨywczych 

i substancji bioaktywnych w mleku matek (pokolenie F0), na funkcjonowanie osi HPG  

u samic pokolenia F1. Dodatkowo oceniano, czy historia odŨywiania matek wywiera 

dğugofalowy wpğyw na kolejne pokolenie (F2), kt·re nie byğo bezpoŜrednio naraŨone 

na niedoŨywienie. 

W dniu porodu samice i ich mioty losowo przydzielono do dw·ch grup: 

CON ï samice kontrolne, Ũywione ad libitum podczas ciŃŨy i laktacji; 

LUN (ang. lactation undernutrition) ï samice otrzymujŃce w okresie laktacji 50% dziennej 

dawki karmy spoŨywanej przez samice kontrolne. Pokolenie F2 uzyskano z kojarzeŒ:  

CC (rodzice ǀCON x ǁCON), LC (ǀLUN x ǁCON) oraz LL (ǀLUN x ǁLUN) i karmiono 

ad libitum. 

Badanie zaprojektowano z zamiarem przeŜledzenia gğ·wnych efekt·w matczynego 

niedoŨywienia podczas laktacji na funkcjonowanie osi HPG potomstwa. U samic F1 

scharakteryzowano fenotyp (masň i skğad ciağa, przebieg dojrzewania pğciowego, pğodnoŜĺ, 

profil hormonalny i folikulogenezň) oraz zbadano nastňpstwa molekularne i metaboliczne 

(RNA-seq jajnik·w, ocena potencjağu metabolicznego oocyt·w). Analogiczny zestaw analiz 

przeprowadzono u samic pokolenia F2 w celu identyfikacji cech, kt·re utrwaliğy siň 

na przestrzeni pokoleŒ. Druga czňŜĺ pracy dotyczyğa podwzg·rzowej regulacji osi HPG u samic 

F1: oceniono ukğad kisspeptynowy (liczba neuron·w w AVPV/PeN i ARC), sygnalizacjň 

estradiolowŃ (Esr1/ERŬ), neurony KNDy i te z ekspresjŃ receptora leptyny (Lepr) w ARC. 

Analiza objňğa takŨe ocenň wzrostu akson·w neuron·w ARC w odpowiedzi na leptynň 

w okresie postnatalnego szczytu stňŨenia tego hormonu w osoczu. 

Wykazano, Ũe przejŜciowy stres Ũywieniowy we wczesnym okresie Ũycia u samic LUN 

skutkowağ dğugotrwale obniŨonŃ masŃ ciağa i zawartoŜciŃ tkanki tğuszczowej,  

czemu poczŃtkowo towarzyszyğo niŨsze stňŨenie leptyny w osoczu. Na poziomie endokrynnym 

stwierdzono takŨe spadek stňŨenia androstendionu oraz wzrost stňŨenia LH w por·wnaniu 

do grupy CON. W jajnikach obserwowano zmniejszonŃ liczbň pňcherzyk·w drugorzňdowych 

i antralnych, co wsp·ğwystňpowağo z obniŨeniem potencjağu rozrodczego wraz z wiekiem. 

Analizy molekularne wskazağy na przeprogramowanie metaboliczne jajnik·w (zmiany 

w ekspresji gen·w zwiŃzanych z metabolizmem lipid·w i steroidogenezŃ) oraz oocyt·w 



8 

 

(zwiňkszony poziom lipid·w, wyŨszy potencjağ mitochondrialny i zmieniony status redoks).  

W podwzg·rzu odnotowano obniŨenie ekspresji Kiss1 w AVPV/PeN, wzrost ekspresji Lepr  

w ARC oraz podwyŨszonŃ ekspresjň ERὄ w AVPV/PeN w 21 dniu Ũycia. NiedoŨywienie 

skutkowağo takŨe obniŨeniem wraŨliwoŜci og·lnej populacji neuron·w ARC na stymulacjň 

leptynŃ, przy zachowanej odpowiedzi neuron·w kisspeptynowych.  

W pokoleniu F2 najsilniejsze efekty dotyczyğy grupy LL: w 21 dniu Ũycia osobniki  

te charakteryzowağy siň niŨszŃ masŃ ciağa i zawartoŜciŃ tkanki tğuszczowej oraz podwyŨszonym 

stňŨeniem estradiolu w osoczu w por·wnaniu z grupŃ kontrolnŃ (CC), a takŨe obserwowano 

u nich p·Ŧniejsze otwarcie dr·g rodnych. Mimo Ũe w dorosğoŜci zmiany fenotypowe zanikğy, 

utrzymywağy siň wybrane zmiany metaboliczne na poziomie oocyt·w (zwiňkszona zawartoŜĺ 

lipid·w, podwyŨszony potencjağ mitochondrialny, zmieniony status redoks) oraz czňŜĺ r·Ũnic 

w ekspresji gen·w jajnika, analogicznych do tych obserwowanych miňdzy grupami LUN 

i CON. 

PodsumowujŃc, niedoŨywienie matek w okresie laktacji wywoğuje rozlegğe i trwağe zmiany  

w osi rozrodczej ich c·rek ï od regulacji podwzg·rzowo-hormonalnej, przez funkcje jajnik·w, 

po metabolizm pojedynczej kom·rki jajowej. CzňŜĺ tych zmian utrzymuje siň w kolejnym 

pokoleniu F2, szczeg·lnie w sytuacji, gdy oboje rodzic·w pochodziğo z miot·w naraŨonych 

na stres Ũywieniowy, co wskazuje na wielopokoleniowe utrwalanie jego skutk·w. KluczowŃ 

rolň moŨe odgrywaĺ przeprogramowanie gospodarki lipidowo-energetycznej oocyt·w, 

sprzyjajŃce przekazywaniu efekt·w stresu Ũywieniowego kolejnym pokoleniom. Praca 

ta stanowi pierwsze tak kompleksowe ujňcie konsekwencji niedoŨywienia matek w okresie 

laktacji w krytycznym oknie programowania rozwojowego potomstwa oraz wyznacza nowe 

kierunki badaŒ nad molekularnymi mechanizmami wielopokoleniowego programowania 

Ũywieniowego pğodnoŜci samic.  
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Abstract 

During early development, encompassing fetal life and the early postnatal period, the organism 

is particularly sensitive to environmental cues, with a dominant influence of the maternal 

environment. At this time, deviations in nutrient availability ï both excess and deficiency ï can 

shape the developmental trajectory of the offspring, in some instances, exert multigenerational 

effects that persist across generations. In mice, the hypothalamicïpituitaryïgonadal (HPG) axis 

undergoes rapid postnatal maturation; in females, its activity is co-regulated by two principal 

populations of hypothalamic kisspeptin neurons located in the anteroventral 

periventricular/periventricular nuclei (AVPV/PeN) and in the arcuate nucleus (ARC).  

The maturation of ARC neural circuitry ï potentially including pathways involved 

in reproductive control ï is supported by leptin, a key signal of the organismôs metabolic status. 

The aim of this study was to evaluate the impact of transient nutritional stress during early 

postnatal life ï resulting from reduced energy and nutrient supply as well as decreased levels 

of bioactive components in maternal milk (generation F0) ï on HPG-axis function in female 

offspring (F1 generation). In addition, the study assessed whether maternal nutritional history 

exerts long-term effects on the subsequent generation (F2), which was not directly exposed 

to undernutrition.  

On the day of parturition, dams and their litters were randomly assigned to one of two groups: 

CON ï control dams fed ad libitum throughout pregnancy and lactation; and LUN (lactation 

undernutrition) ï dams receiving 50% of the daily food intake consumed by controls during 

lactation. The F2 generation was generated using the following mating schemes:  

CC (ǀCON Ĭ ǁCON), LC (ǀLUN Ĭ ǁCON), and LL (ǀLUN Ĭ ǁLUN) and fed ad libitum. 

The study was designed to investigate the primary effects of maternal undernutrition during 

lactation on HPG function. In F1 females, the phenotype was characterized (body weight and 

composition, pubertal timing, fertility, hormonal profile, and folliculogenesis), and molecular 

and metabolic consequences were assessed (ovarian RNA-seq and oocyte metabolic potential). 

The same analytical framework was applied to F2 females to identify traits that persisted across 

generations. The second part of the work focused on hypothalamic regulation of the HPG axis 

in F1 females, including the kisspeptin system (numbers of kisspeptin neurons in AVPV/PeN 

and ARC), estradiol signaling (Esr1/ERŬ), KNDy neurons, and leptin receptorïexpressing 

neurons (Lepr) within the ARC. ARC axonal outgrowth in response to leptin during the 

postnatal surge in circulating leptin was also evaluated. 

The results demonstrated that transient nutritional stress in LUN females resulted in a long-

lasting reduction in body weight and fat mass, initially accompanied by lower plasma leptin 

levels. At the endocrine level, circulating androstenedione levels were decreased and LH levels 

were increased compared with the CON group. In the ovaries, the number of secondary and 

antral follicles was reduced, which coincided with an age-related decline in reproductive 

potential. Molecular analyses indicated metabolic reprogramming of both the ovaries (altered 

expression of genes involved in lipid metabolism and steroidogenesis) and the oocytes 

(increased lipid levels, higher mitochondrial membrane potential, and altered redox status).  

In the hypothalamus, decreased Kiss1 expression in the AVPV/PeN, increased Lepr expression 

in the ARC, and elevated ERŬ expression in AVPV/PeN were detected at postnatal day 21. 

Undernutrition also reduced leptin responsiveness in the overall ARC neuronal population, 

while preserving the leptin response of kisspeptin neurons. 

In the F2 generation, the most pronounced effects were observed in the LL group. At postnatal 

day 21, LL females displayed reduced body weight and fat mass and increased plasma estradiol 

levels compared with controls (CC), and they also showed delayed vaginal opening.  
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Although overt phenotypic differences were no longer evident in adulthood, selected oocyte 

metabolic alterations persisted (increased lipid content, elevated mitochondrial potential, and 

altered redox status), together with a subset of ovarian gene-expression differences resembling 

those identified between LUN and CON. 

In conclusion, maternal undernutrition during lactation induces broad and long-lasting 

alterations in the reproductive axis of female offspring ï from hypothalamic regulation and 

hormonal balance to ovarian function and the metabolism of individual oocytes. Some of these 

changes persist in the F2 generation, specifically when both parents originate from 

undernourished litter, indicating multigenerational maintenance of nutritional stress effects. 

A key element of this process appears to be reprogramming of oocyte lipid-energy metabolism, 

which may facilitate transmission of undernutrition-related effects to the next generations.  

This work provides the first comprehensive characterization of the consequences of maternal 

undernutrition during lactation within the critical postnatal window of developmental 

programming in offspring and establishes new directions for research into the molecular 

mechanisms underlying multigenerational nutritional programming of female fertility. 
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Alfabetyczny wykaz najczňŜciej stosowanych skr·t·w 

ARC (ang. arcuate nucleus) ï jadro ğukowate podwzg·rza 

AS-PCR (ang. allele specific PCR) ï PCR specyficzny wzgledem allelu 

ATP (ang. adenosine triphosphate) ï adenozyno-5ô-trifosforan 

AVPV/PeN (ang. anteroventral periventricular nucleus/periventricular nucleus) ï jŃdro 

przednio-brzuszne okoğokomorowe/jŃdro okoğokomorowe 

BSA (ang. bovine serum albumin) ï albumina surowicy bydlňcej 

COCs (ang. cumulus-oocyte complexes) ï kompleksy oocyt-wieniec promienisty 

DAPI (ang. 4 ǋ, 6-diamidino-2-phenylindole) ï 4',6-diamidyno-2-fenyloindol 

ddH2O (ang. double-distilled water) ï woda dwukrotnie destylowana 

DNA (ang. deoxyribonucleic acid) ï kwas deoksyrybonukleinowy 

DNMT (ang. DNA methyltransferase) ï metylotransferaza DNA 

E2 ï 17-ɓ-estradiol 

ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) ï test immunoenzymatyczny 

ERŬ (ang. estrogen receptor alpha) ï receptor estrogenowy alfa 

FAD (ang. flavin adenine dinucleotide) ï utleniona forma dinukleotydu flawinoadeninowego 

FSH (ang. follicle stimulating hormone) ï hormon folikulotropowy 

GnRH (ang. gonadotropin-releasing hormone) ï gonadoliberyna 

HPG (ang. hypothalamus-pituitary-gonadal axis) ï oŜ podwzg·rze-przysadka-gonady 

IgG (ang. immunoglobulin G) ï immunoglobulina G 

KNDy (ang. Kisspeptin/Neurokinin B/Dynorphin neurons) ï neurony podwzg·rza wykazujŃce 

wsp·ğekspresjň kisspeptyny, neurokininy B oraz dynorfiny A 

LH (ang. luteinizing hormone) ï hormon luteininzujŃcy 

MMP (ang. mitochondrial membrane potenetial) ï potencjağ bğony mitochondrialnej 

mRNA (ang. messenger ribonucleic acid) ï matrycowy (informacyjny) RNA 

mtDNA (ang. mitochondrial DNA) ï mirochondrialny DNA 

NAD(P)H (ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) ï zredukowana forma fosforanu 

dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego 

NDS (ang. normal donkey serum) ï oŜla surowica przedimmunizacyjna 

NGS (ang. normal goat serum) ï koŦla surowica przedimmunizacyjna 

ORR (ang. optical redox ratio) ï optyczny wskaŦnik redoks 
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PBS (ang. phosphate-buffered saline) ï roztw·r soli fizjologicznej buforowany fosforanami 

POMC (ang. proopiomelanocortin) ï proopiomelanokortyna 

RCF (ang. relative centrifugal force) ï wzglňdna siğa odŜrodkowa 

RIA (ang. radioimmuno assay) ï test radioimmunologiczny 

RNA (ang. ribonucleic acid) ï kwas rybonukleinowy 

RNA-seq (ang. RNA next generation sequencing) ï sekwencjonowanie nowej generacji RNA 

ROS (ang. reactive oxygen species) ï reaktywne formy tlenu 

RPM (ang. revolution per minute of rotor) ï prňdkoŜĺ obrotowa (obroty na minutň) rotora 

RT (ang. room temperature) ï temperatura pokojowa 

RT-qPCR (ang. real-time quantitative polymerase chain reaction) ï reakcja ğaŒcuchowa 

polimerazy w czasie rzeczywistym 

StAR (ang. steroidogenic acute regulatory protein) ï biağko ostrej regulacji steroidogenezy 

TBS (ang. Tris-buffered saline) ï roztw·r soli fizjologicznej buforowany Trisem 

TBST (ang. Tris-buffered saline with Tween-20) ï roztw·r soli fizjologicznej buforowany 

tris(hydroksymetylo)aminometanem z dodatkiem detergentu Tween-20 

tdTomato (ang. tandem dimer Tomato) ï tandemowe podw·jne Tomato 

VE (ang. vaginal estrus) ï pierwsze wystŃpienie rui (pierwszy estrus) 

VO (ang. vaginal opening) ï otwarcie ujŜcia pochwy, otwarcie dr·g rodnych 
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1. Wstňp 

1.1. Programowanie Ũywieniowe 

1.1.1. Podstawy koncepcji programowania Ũywieniowego 

Programowanie Ũywieniowe (inaczej metaboliczne) odnosi siň do koncepcji zakğadajŃcej,  

Ũe dieta i styl Ũycia, oddziağujŃce w kluczowych okresach rozwoju, mogŃ trwale ksztağtowaĺ 

stan zdrowia jednostki. Szczeg·lnie istotne okresy wraŨliwoŜci zostağy zidentyfikowane  

w ciŃŨy oraz w okresie postnatalnym, gdy organizm wykazuje najwyŨszŃ wraŨliwoŜĺ  

na wpğywy zewnňtrzne. Koncepcja programowania Ũywieniowego odgrywa istotnŃ rolň  

w badaniach nad patogenezŃ chor·b przewlekğych, takich jak cukrzyca, otyğoŜĺ i choroby 

ukğadu sercowo-naczyniowego oraz coraz czňŜciej wykorzystywana jest do wyjaŜnienia 

mechanizm·w programowania funkcji innych ukğad·w. 

PodstawŃ teorii programowania Ũywieniowego jest hipoteza "oszczňdnego fenotypu"  

(ang. thrifty phenotype hypothesis), sformuğowana przez Halesa i Barkera w 1992 roku 

(Hales i Barker, 1992). Zakğada ona, Ũe niedobory Ũywieniowe w kluczowych momentach 

rozwoju w Ũyciu pğodowym wywoğujŃ trwağe adaptacje organizmu, kt·re zwiňkszajŃ ryzyko 

chor·b metabolicznych w p·Ŧniejszym Ũyciu. Gğ·wne Ŧr·dğo tych niedobor·w stanowi 

zazwyczaj niedostateczne odŨywienie matki, choĺ mogŃ one takŨe wynikaĺ z czynnik·w takich 

jak nieprawidğowe funkcjonowanie ğoŨyska. Ograniczona dostňpnoŜĺ skğadnik·w odŨywczych 

na wczesnych etapach Ũycia skutkuje trwağymi zmianami w metabolizmie glukozy i insuliny, 

co moŨe predysponowaĺ do wystŃpienia cukrzycy typu 2 oraz zespoğu metabolicznego w wieku 

dorosğym (Hales i in., 1991; Barker i in., 1993). Liczne badania potwierdziğy poczŃtkowe 

doniesienia epidemiologiczne przedstawione przez Halesa i Barkera, choĺ stopieŒ korelacji 

miňdzy niedoborami Ũywieniowymi a chorobami metabolicznymi wykazywağ pewne r·Ũnice 

w poszczeg·lnych badaniach (Hales i Barker, 2001). 

KluczowŃ rolň w procesie programowania metabolicznego odgrywa organizm matki, kt·ry 

dostarcza niezbňdnych skğadnik·w odŨywczych rozwijajŃcemu siň pğodowi i noworodkowi, 

podczas karmienia piersiŃ. Zar·wno niedob·r, jak i nadmierna podaŨ tych skğadnik·w  

we wczesnym okresie Ũycia mogŃ negatywnie wpğywaĺ na funkcjonowanie organizmu  

i zwiňkszaĺ ryzyko rozwoju chor·b przewlekğych (Gluckman i in., 2008). Nieprawidğowe 

Ũywienie matki w okresie prenatalnym i postnatalnym jej potomstwa moŨe byĺ r·wnieŨ 

zwiŃzane z zaburzeniami funkcji innych ukğad·w, w tym ukğadu rozrodczego (Dupont i in., 

2012). 

Efekty programowania Ũywieniowego wykraczajŃ poza pokolenie bezpoŜrednio 

doŜwiadczajŃce niedoboru lub nadmiaru skğadnik·w odŨywczych i mogŃ wystňpowaĺ r·wnieŨ 

w kolejnych pokoleniach, nawet jeŜli nie byğy one bezpoŜrednio naraŨone na te same 

niekorzystne czynniki Ŝrodowiskowe (Aiken i Ozanne, 2014). Efekty programowania  

na przestrzeni pokoleŒ czňsto tğumaczy siň mechanizmami epigenetycznymi (Jirtle i Skinner, 

2007). Poza nimi istotne znaczenie mogŃ mieĺ r·wnieŨ inne czynniki, takie jak interakcja 

rozwijajŃcego siň pğodu ze Ŝrodowiskiem macicy (Aiken i Ozanne, 2014). 

1.1.2. ŧywienie matki a zdrowie potomstwa 

Wpğyw nieoptymalnego odŨywiania matki podczas ciŃŨy na zdrowie jej potomstwa wykazano 

miňdzy innymi w badaniach nad populacjami dotkniňtymi klňskami gğodu, takimi jak 
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holenderska zima gğodu w latach 1944-1945. Okazağo siň, Ũe matki, kt·re byğy naraŨone  

na istotne ograniczenie przyjmowanych kalorii podczas ciŃŨy, wydağy na Ŝwiat dzieci, kt·re 

miağy podwyŨszone ryzyko otyğoŜci, insulinoopornoŜci, cukrzycy typu 2 oraz chor·b ukğadu 

sercowo-naczyniowego (Roseboom i in., 2001). Dzieci matek niedoŨywionych w pierwszym 

trymestrze ciŃŨy czňŜciej byğy otyğe w wieku dorosğym (Ravelli i in., 1999).  

Niedobory pokarmowe na poczŃtku ciŃŨy byğ takŨe zwiŃzane z niekorzystnym profilem 

lipidowym u potomstwa (Roseboom i in., 2000), podczas gdy ich wystňpowanie w II i III  

trymestrze skutkowağo gğ·wnie zaburzeniami metabolizmu glukozy (Ravelli i in., 1998) oraz 

problemami z ukğadem oddechowym (Lopuhaª i in., 2000). 

Dotychczas wykazano liczne niekorzystne powiŃzania miňdzy otyğoŜciŃ matki a zdrowiem jej 

potomstwa. Wyniki badaŒ epidemiologicznych potwierdzajŃ, Ũe dzieci kobiet z nadmiernŃ 

masŃ ciağa lub cukrzycŃ ciŃŨowŃ majŃ podwyŨszone ryzyko nadwagi oraz otyğoŜci juŨ  

we wczesnym dzieciŒstwie (Pavlidou i in., 2023; Plagemann i in., 1997). W badaniach  

na modelach zwierzňcych stwierdzono, Ũe stosowanie diety wysokotğuszczowej w ciŃŨy moŨe 

prowadziĺ u potomstwa do trwağych zmian w mechanizmach regulujŃcych apetyt,  

co w konsekwencji sprzyja preferowaniu pokarm·w o podwyŨszonej zawartoŜci cukr·w 

(Mezei i in., 2020). 

Choĺ wiele badaŒ skupia siň na programowaniu Ũywieniowym w okresie prenatalnym, wczesne 

dzieciŒstwo, a zwğaszcza pierwsze 1000 dni Ũycia, takŨe stanowi okres wzmoŨonej 

wraŨliwoŜci, w kt·rym dieta ma dğugofalowy wpğyw na zdrowie (Zhou i in., 2023).  

Okres laktacji jest mniej zgğňbionym obszarem badawczym niŨ okres Ũycia prenatalnego. 

Niemniej jednak wyniki badaŒ przeprowadzonych na gryzoniach wskazujŃ, Ũe ograniczenie 

spoŨycia pokarmu przez karmiŃce samice skutkuje obniŨeniem masy ciağa ich potomstwa  

po zakoŒczeniu okresu karmienia, a efekty te utrzymujŃ siň r·wnieŨ w dorosğoŜci (Howie i in., 

2012; Kaczmarek i in., 2016). Inne badania sugerujŃ, Ũe ograniczenie spoŨycia biağka przez 

matki w czasie laktacji w dğuŨszej perspektywie wpğywa na metabolizm potomstwa (Fagundes 

i in., 2007; Martins i in., 2018). 

Z grugiej strony, przekarmianie niemowlŃt, zwğaszcza nadmierne spoŨycie mleka 

modyfikowanego, moŨe przyczyniaĺ siň do przyspieszonego wzrostu masy ciağa, co stanowi 

istotny czynnik ryzyka wystŃpienia otyğoŜci w p·Ŧniejszych latach Ũycia (Moschonis i in., 2023; 

Evelein i in., 2012). Wyniki badaŒ epidemiologicznych wskazujŃ takŨe, Ũe niemowlňta 

karmione mlekiem modyfikowanym majŃ wyŨszy wskaŦnik masy ciağa (BMI, ang. body mass 

index) w por·wnaniu do dzieci karmionych piersiŃ (Huang i in., 2018; Bell i in., 2017). 

1.1.3. Programowanie Ũywieniowe funkcji rozrodczych 

Odpowiednia masa ciağa oraz wğaŜciwa iloŜĺ tkanki tğuszczowej odgrywajŃ kluczowŃ rolň  

w prawidğowym funkcjonowaniu ukğadu rozrodczego (Frisch i in., 1974). U os·b  

z zaburzeniami odŨywiania, takimi jak anoreksja, zbyt niska masa ciağa prowadzi do zaburzeŒ 

hormonalnych, nieregularnych miesiŃczek, a w ciňŨszych przypadkach do cağkowitego zaniku 

menstruacji (Stßving i in., 1999; Chen i in., 2023). W wielu sytuacjach przywr·cenie 

odpowiedniego bilansu energetycznego skutkuje normalizacjŃ cyklu menstruacyjnego  

(Frisch i in., 1974; Galusca i in., 2023). Podobne zaburzenia mogŃ wystňpowaĺ r·wnieŨ 

u kobiet z nadwagŃ i otyğoŜciŃ, u kt·rych nadmiar tkanki tğuszczowej wpğywa negatywnie  

na regularnoŜĺ cykli. W takich przypadkach redukcja masy ciağa czňsto przyczynia siň do ich 

unormowania (Silvestris i in., 2018; Rochester i in., 2009; Matsuzaki i in., 2017). 
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DoŜwiadczenie stresu Ũywieniowego w Ũyciu pğodowym moŨe wpğywaĺ na funkcjonowanie 

ukğadu rozrodczego w dorosğoŜci. Jednak badania u kobiet urodzonych podczas zimy gğodu  

w Holandii nie wykazağy istotnych zaburzeŒ w ich pğodnoŜci ocenianej na podstawie liczby 

potomstwa i czňstoŜci poronieŒ w por·wnaniu z grupŃ kontrolnŃ (Lumey i Stein, 1997).  

W odr·Ũnieniu od danych populacyjnych, badania na modelach zwierzňcych sugerujŃ,  

Ũe niedoŨywienie matki podczas ciŃŨy moŨe prowadziĺ do obniŨonej pğodnoŜci potomstwa.  

U myszy obserwowano mniejszŃ liczebnoŜĺ miotu w kolejnej ciŃŨy (Meikle i Westberg, 2001), 

a u potomstwa ŨeŒskiego stwierdzono zmniejszonŃ liczbň pňcherzyk·w jajnikowych  

i zaburzonŃ ekspresjň gen·w zwiŃzanych z ich funkcjonowaniem (Bernal i in., 2010). 

Negatywny wpğyw niedoŨywienia na ukğad rozrodczy moŨe byĺ r·wnieŨ konsekwencjŃ 

deficytu energetycznego we wczesnym dzieciŒstwie. U kobiet, kt·re doŜwiadczyğy gğodu przed 

pierwszŃ miesiŃczkŃ czňŜciej wystňpowağy nieregularne cykle miesiŃczkowe (Elias i in., 2007). 

Natomiast u kobiet naraŨonych na niedobory Ũywieniowe miňdzy 2. a 6. rokiem Ũycia 

menopauza wystňpowağa wczeŜniej niŨ w populacji og·lnej (Elias i in., 2003). Wyniki badaŒ 

przeprowadzonych na gryzoniach wykazağy, Ũe przewlekğa restrykcja pokarmowa matki  

w okresie laktacji prowadzi do op·Ŧnionego dojrzewania pğciowego u potomstwa oraz zmian 

w ekspresji gen·w podwzg·rza kontrolujŃcych funkcje rozrodcze (Kaczmarek i in., 2016). 

Dieta wysokotğuszczowa stosowana w okresie ciŃŨy i laktacji moŨe wywoğywaĺ r·wnie 

niekorzystne efekty u ŨeŒskiego potomstwa. W badaniach przeprowadzonych na gryzoniach 

odnotowano przyspieszone dojrzewanie pğciowe oraz nieregularne cykle rujowe w wieku 

dorosğym (Connor i in., 2012). Co wiňcej, podobnie jak w przypadku niedoŨywienia, dieta 

bogata w tğuszcze u matek prowadziğa u ich c·rek do zaburzeŒ w rozmiarze i morfologii 

jajnik·w oraz rozregulowania hormonalnego (Zhou i in., 2019; Lin i in., 2017). 

1.1.4. Rola leptyny w programowaniu Ũywieniowym i dojrzewaniu pğciowym 

W kontekŜcie programowania Ũywieniowego w okresie postnatalnym szczeg·lnŃ uwagň 

zwraca siň na skğadniki mleka matki, kt·re mogŃ wpğywaĺ na metabolizm i rozw·j organizmu 

noworodka. Skğad mleka moŨe byĺ modyfikowany przez dietň matki, choroby, kt·rych 

doŜwiadcza oraz r·Ũne czynniki Ŝrodowiskowe. Zmienia siň on w trakcie laktacji w spos·b 

dostosowany do zmieniajŃcych siň potrzeb rosnŃcego niemowlňcia (Kunz i in. 1999).  

Leptyna, jeden z hormon·w obecnych w mleku matki, uwaŨana jest za istotny czynnik 

przyczyniajŃcy siň do korzystnego wpğywu karmienia piersiŃ na zdrowie potomstwa (Palou 

i Pico, 2009). 

Leptyna jest hormonem syntetyzowanym gğ·wnie przez tkankň tğuszczowŃ, kt·rego dziağanie 

w obrňbie oŜrodkowego ukğadu nerwowego polega na oddziağywaniu z receptorami 

zlokalizowanymi w podwzg·rzu, co prowadzi do hamowania odczuwania gğodu oraz 

zwiňkszenia wydatku energetycznego (Ahima i Flier, 2000). Istnieje hipoteza, Ũe leptyna 

obecna w mleku matki moŨe byĺ wchğaniana do krŃŨenia og·lnoustrojowego noworodk·w 

i niemowlŃt za poŜrednictwem receptor·w leptynowych znajdujŃcych siň na kom·rkach 

nabğonkowych ŨoğŃdka i jelita cienkiego (Casabiell i in., 1997; Aparicio i in., 2005; 

Chatmethakul i in., 2022). Mechanizm ten moŨe odgrywaĺ istotnŃ rolň we wczesnej regulacji 

bilansu energetycznego oraz metabolizmu. Co wiňcej, wyniki badaŒ naukowych wskazujŃ,  

Ũe podawanie fizjologicznych stňŨeŒ leptyny w okresie laktacji prowadzi do zahamowania 

pobierania pokarmu u mğodych osobnik·w, nie wpğywajŃc jednoczeŜnie na ich masň ciağa 

(Sanchez i in., 2005). Wyniki te sugerujŃ, Ũe leptyna dostarczana wraz z mlekiem matki moŨe 
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uczestniczyĺ w kr·tkoterminowej regulacji pobierania pokarmu u noworodk·w oraz wywieraĺ 

dodatkowe efekty biologiczne w okresie, gdy zar·wno tkanka tğuszczowa, jak i ukğady 

kontrolujŃce apetyt pozostajŃ jeszcze niedojrzağe (Sanchez i in., 2005). 

Leptyna jest r·wnieŨ istotnym czynnikiem zaangaŨowanym w programowanie funkcji 

metabolicznych. Wykazano, Ũe jej podanie we wczesnym okresie postnatalnym moŨe ğagodziĺ, 

a nawet odwracaĺ negatywne skutki niedoŨywienia doŜwiadczonego w Ũyciu pğodowym, 

szczeg·lnie u osobnik·w Ũywionych w dorosğoŜci dietŃ wysokotğuszczowŃ (Vickers i in., 2005; 

Gluckman i in., 2007; Szostaczuk i in., 2017). Obserwacje te wskazujŃ, Ũe leptyna moŨe peğniĺ 

funkcjň czynnika ochronnego, wspomagajŃc adaptacjň organizmu do zmieniajŃcych siň 

warunk·w Ŝrodowiskowych (Ũywieniowych) w ciŃgu Ũycia. 

IstotnŃ rolň leptyny w zachowaniu pğodnoŜci potwierdzajŃ badania przeprowadzone  

na myszach ob/ob, pozbawionych genu kodujŃcego ten hormon. Zwierzňta te cechujŃ siň 

znacznŃ otyğoŜciŃ, wynikajŃcŃ gğ·wnie z nadmiernego spoŨycia pokarmu oraz obniŨonego 

wydatku energetycznego (Coleman, 1978). ChociaŨ narzŃdy rozrodcze tych zwierzŃt rozwijajŃ 

siň, pozostajŃ one wyraŦnie mniejsze, a zar·wno samce, jak i samice zatrzymujŃ siň w rozwoju 

pğciowym na etapie przedpokwitaniowym. U samic obserwuje siň ponadto znaczne obniŨenie 

poziomu hormon·w pğciowych (Batt i in., 1982; Chehab i in., 1996; Farooqi i in., 2002).  

Co istotne, restrykcja kaloryczna, mimo Ũe prowadzi do redukcji masy ciağa, nie przywraca 

funkcji rozrodczych u tych zwierzŃt. Dopiero suplementacja leptynŃ umoŨliwia inicjacjň 

dojrzewania pğciowego oraz odzyskanie pğodnoŜci (Mounzih i Chehab, 1997). 

Podobne zaleŨnoŜci obserwuje siň u ludzi z mutacjami w genie kodujŃcym leptynň. Osoby  

te rozwijajŃ otyğoŜĺ juŨ na wczesnych etapach Ũycia i nie przechodzŃ dojrzewania pğciowego 

(Ozata i in., 1999). Podanie leptyny w dzieciŒstwie u tych os·b nie prowadzi do przyspieszenia 

dojrzewania pğciowego, co potwierdza wczeŜniejsze obserwacje wskazujŃce, Ũe hormon ten nie 

jest bezpoŜrednim inicjatorem tego procesu, lecz peğni funkcjň czynnika warunkujŃcego jego 

przebieg (ang. permissive effect) ï jest niezbňdny do jego zajŜcia, jednak sam go nie wywoğuje 

(Farooqi i in., 2002). Sugeruje to, Ũe leptyna nie tylko reguluje dostňpnoŜĺ energii, ale takŨe 

peğni funkcjň metabolicznego czynnika kontrolujŃcego moment rozpoczňcia dojrzewania 

pğciowego. 

Na podstawie opisanych powyŨej obserwacji moŨna stwierdziĺ, Ũe leptyna peğni funkcjň 

swoistego ğŃcznika miňdzy metabolizmem a funkcjami rozrodczymi, co czyni jŃ kluczowym 

elementem wczesnej regulacji fizjologicznej. Oznacza to, Ũe zar·wno jej stňŨenie, 

jak i funkcjonalnoŜĺ w poczŃtkowym okresie Ũycia mogŃ mieĺ konsekwencje dla zdrowia 

reprodukcyjnego oraz metabolicznego. 

1.2. Programowanie Ũywieniowe na przestrzeni pokoleŒ 

WiňkszoŜĺ czynnik·w Ŝrodowiskowych nie wywoğuje trwağych zmian w sekwencji DNA i nie 

prowadzi bezpoŜrednio do wystŃpienia mutacji genetycznych (Jirtle i Skinner, 2007).  

Niemniej jednak, jak opisano wczeŜniej, czynniki te mogŃ istotnie wpğywaĺ na fenotyp 

organizmu oraz zwiňkszaĺ ryzyko rozwoju r·Ũnych chor·b, takŨe w kolejnych pokoleniach. 

KluczowŃ rolň w przekazywaniu skutk·w oddziağywaŒ Ŝrodowiskowych pomiňdzy 

pokoleniami odgrywa dziedziczenie epigenetyczne, a takŨe ekspozycja na niedob·r 

lub nadmiar czynnik·w Ŝrodowiskowych w szczeg·lnie wraŨliwych oknach programowania 

obejmujŃcych kom·rki germinalne. 
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1.2.1. Modyfikacje epigenetyczne 

Modyfikacje epigenetyczne obejmujŃ procesy takie jak metylacja DNA, acetylacja 

i deacetylacja histon·w, regulacja ekspresji gen·w z udziağem niekodujŃcych RNA oraz 

remodelowanie chromatyny (Dupont i in., 2009). PeğniŃ one kluczowŃ rolň w regulacji ekspresji 

gen·w, umoŨliwiajŃc ich aktywacjň lub wyciszenie w zaleŨnoŜci od kontekstu kom·rkowego 

oraz potrzeb organizmu.  

1.2.1.1. Metylacja DNA 

Metylacja DNA polega na przyğŃczeniu grupy metylowej, pochodzŃcej od donora S-adenozylo-

L-metioniny, do atomu wňgla C5 pierŜcienia cytozyny. Zachodzi najczňŜciej w obrňbie 

dinukleotyd·w CpG, prowadzŃc do powstania 5-metylocytozyny (5mC; Holliday i Pough, 

1975). Metylacja DNA zazwyczaj skutkuje wyciszeniem ekspresji gen·w, poprzez hamowanie 

wiŃzania czynnik·w transkrypcyjnych z sekwencjami promotorowymi lub sprzyjanie rekrutacji 

biağek odpowiedzialnych za kondensacjň chromatyny, co w konsekwencji uniemoŨliwia 

aktywnoŜĺ transkrypcyjnŃ (Bird, 2002). 

Metylotransferazy DNA (DNMT) sŃ gğ·wnymi enzymami odpowiedzialnymi za katalizowanie 

procesu metylacji DNA. Do tej rodziny naleŨŃ DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B oraz 

DNMT3L. Najlepiej poznanym i najpowszechniej wystňpujŃcym enzymem z tej grupy jest 

DNMT1, okreŜlana mianem metylotransferazy zachowawczej. Odpowiada ona za zachowanie 

wzorc·w metylacji DNA podczas podziağu kom·rki. W trakcie replikacji DNMT1 rozpoznaje 

hemimetylowane DNA, w kt·rym jedynie niĺ rodzicielska jest zmetylowana, i katalizuje 

przyğŃczenie grupy metylowej do nowo zsyntetyzowanej nici potomnej. Dziňki temu wzorce 

metylacji sŃ wiernie przekazywane do kom·rek potomnych (Jeltsch, 2006). DNMT1 jest 

niezbňdny dla zachowania pamiňci epigenetycznej, szczeg·lnie w kom·rkach somatycznych, 

gdzie stabilnoŜĺ profili ekspresji gen·w jest kluczowa dla utrzymania toŨsamoŜci i funkcji 

kom·rkowej (Bestor, 2000).  

DNMT2, mimo klasyfikacji jako metylotransferaza DNA, metyluje gğ·wnie RNA (zwğaszcza 

tRNA), a jej rola w metylacji DNA pozostaje marginalna (Bestor, 2000). 

DNMT3A i 3B odpowiadajŃ za metylacjň zachodzŃcŃ de novo. Enzymy te ustanawiajŃ nowe 

wzorce metylacji podczas wczesnego rozwoju embrionalnego, w trakcie r·Ũnicowania 

kom·rek oraz w odpowiedzi na bodŦce Ŝrodowiskowe (Goll i Bestor, 2005).  

W przeciwieŒstwie do DNMT1, DNMT3A i DNMT3B wprowadzajŃ grupy metylowe  

do wczeŜniej niezmetylowanych region·w DNA, ksztağtujŃc epigenetyczny Ăkrajobrazò 

genomu (Okano i in., 1999). DNMT3A peğni szczeg·lnie istotnŃ rolň w rozwoju kom·rek 

pğciowych oraz we wczesnej embriogenezie, natomiast DNMT3B jest niezbňdna  

dla prawidğowego ustalania wzorc·w metylacji DNA w okresie implantacji oraz podczas 

rozwoju narzŃd·w (Senner, 2011).  

DNMT3L peğni funkcjň regulatorowŃ w procesie metylacji DNA. Choĺ nie wykazuje 

aktywnoŜci katalitycznej, wspomaga dziağanie metylotransferaz de novo poprzez zwiňkszenie 

ich powinowactwa do DNA oraz stymulowanie ich aktywnoŜci enzymatycznej. DNMT3L, 

mimo braku aktywnoŜci katalitycznej, jest kluczowa dla ustanawiania wzorc·w metylacji 

imprint·w genomowych podczas gametogenezy (Bourc'his i in., 2001). 
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1.2.1.2. Modyfikacje histon·w 

Modyfikacje epigenetyczne histon·w obejmujŃ metylacjň, acetylacjň, fosforylacjň 

i ubikwitynacjň, z kt·rych kaŨda jest katalizowana przez specyficzne enzymy, kt·re dodajŃ  

lub usuwajŃ grupy chemiczne z biağek histonowych. Acetylotransferazy histonowe (HAT) 

dodajŃ grupy acetylowe do reszt lizynowych na histonach, co prowadzi do rozluŦnienia 

chromatyny, a tym samym uğatwia aktywacjň transkrypcyjnŃ (Kouzarides, 2007). Proces 

odwrotny przeprowadzany jest przez deacetylazy histonowe (HDAC), kt·re usuwajŃc grupy 

acetylowe, prowadzŃ do kondensacji chromatyny. Metylacja histon·w, zachodzŃca gğ·wnie  

na resztach lizyny i argininy, jest mediowana przez metylotransferazy histonowe (HMT),  

kt·re dodajŃ grupy metylowe do konkretnych aminokwas·w, wpğywajŃc na aktywnoŜĺ gen·w 

w zaleŨnoŜci od kontekstu modyfikacji (Martin i Zhang, 2005). Na przykğad, trimetylacja 

histonu H3 w pozycji lizyny 4 (H3K4me3) jest markerem aktywnych promotor·w, natomiast 

trimetylacja tego samego histonu w pozycji lizyny 27 (H3K27me3) wiŃŨe siň z wyciszaniem 

gen·w (Ringrose i Paro, 2004). Dodatkowo, fosforylacja histon·w, kontrolowana przez 

enzymy takie jak kinazy zaleŨne od cyklin, odgrywa kluczowŃ rolň w regulacji cyklu 

kom·rkowego oraz odpowiedzi na uszkodzenia DNA (Rossetto i in., 2012). 

1.2.1.3. NiekodujŃce RNA 

NiekodujŃce RNA odgrywajŃ istotnŃ rolň w regulacji epigenetycznej ekspresji gen·w. 

Szczeg·lne znaczenie majŃ dğugie RNA niekodujŃce (lncRNA, ang. long non-coding RNA) 

kt·re poprzez rekrutacjň kompleks·w modyfikujŃcych chromatynň wpğywajŃ na jej strukturň 

(Rinn i Chang, 2012), oraz mikroRNA (miRNA, ang. microRNA), regulujŃce ekspresjň gen·w 

na poziomie posttranskrypcyjnym (Bartel, 2009). NiekodujŃce RNA mogŃ r·wnieŨ modulowaĺ 

aktywnoŜĺ metylotransferaz DNA, ksztağtujŃc wzorce metylacji DNA (Zhang i in., 2019).  

1.2.2. Miňdzypokoleniowe i transgeneracyjne skutki oddziağywaŒ Ŝrodowiskowych 

MoŨliwoŜĺ przekazywania skutk·w oddziağywaŒ Ŝrodowiskowych pomiňdzy pokoleniami 

stanowi jeden z kluczowych problem·w wsp·ğczesnej biologii rozwoju i epigenetyki. W tym 

kontekŜcie istotne jest rozr·Ũnienie pomiňdzy efektami wielopokoleniowymi  

(ang. multigenerational) a dziedziczeniem transgeneracyjnym (ang. transgenerational). 

Dziedziczenie wielopokoleniowe dotyczy sytuacji, w kt·rej zar·wno organizm rodzicielski, 

jak i rozwijajŃce siň potomstwo (lub kom·rki, z kt·rych powstanie) sŃ bezpoŜrednio naraŨone 

na dziağanie danego czynnika Ŝrodowiskowego, co moŨe prowadziĺ do zmian - najczňŜciej 

o charakterze epigenetycznym. Natomiast dziedziczenie transgeneracyjne polega  

na przekazaniu tych zmian dalej, poza pokolenia naraŨone bezpoŜrednio na czynnik 

programujŃcy (Jirtle i Skinner, 2007). 

W przypadku naraŨenia ciňŨarnej samicy (pokolenie F0) na okreŜlony czynnik Ŝrodowiskowy, 

bezpoŜrednio eksponowane sŃ jednoczeŜnie: organizm matki, rozwijajŃcy siň pğ·d (pokolenie 

F1) oraz kom·rki pğciowe (linia germinalna), z kt·rych w przyszğoŜci powstanie pokolenie F2 

(Ryc. 1.1). Zmiany fenotypowe obserwowane w pokoleniu F1 i F2 w takim schemacie 

ekspozycji sŃ zwykle klasyfikowane jako efekty wielopokoleniowe wynikajŃce  

z bezpoŜredniego naraŨenia na czynnik programujŃcy. Natomiast o dziedziczeniu 

transgeneracyjnym m·wimy wtedy, gdy zmieniony fenotyp, wynikajŃcy z trwağego zapisu 

danego wzorca epigenetycznego, utrzymuje siň w pokoleniu niepoddanym bezpoŜredniej 

ekspozycji ï w przypadku naraŨenia ciňŨarnej samicy bňdzie to pokolenie F3 i kolejne  

(Skinner, 2008). Analogiczna sytuacja dotyczy ekspozycji na czynniki Ŝrodowiskowe 
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we wczesnym okresie Ũycia postnatalnego, np. podczas laktacji, w zaleŨnoŜci od okna rozwoju 

kom·rek rozrodczych potomstwa. 

NaleŨy jednak podkreŜliĺ, Ũe granica pomiňdzy efektami wielopokoleniowymi  

a transgeneracyjnymi zaleŨy od tego, czy na czynnik Ŝrodowiskowy naraŨona byğa 

ciňŨarna/karmiŃca samica, czy teŨ samiec przed zapğodnieniem. W przypadku ekspozycji samca 

(pokolenie F0) przed aktem kopulacji (zapğodnieniem), skutkujŃcym postaniem kolejnego 

pokolenia (F1), bezpoŜrednio naraŨone sŃ jego plemniki (lub kom·rki prekursorowe 

spermatogenezy). W tym przypadku potomstwo F1 moŨe wykazywaĺ skutki programowania 

wielopokoleniowego, kt·re wynikajŃ z ekspozycji gamety, a za pierwsze pokolenie o cechach 

odziedziczonych na drodze transgeneracyjnej czňsto uznaje siň pokolenie F2.  

 

Ryc. 1.1 Dziedziczenie wielopokoleniowe/miňdzypokoleniowe i transgeneracyjne. Dziedziczenie 

wielopokoleniowe (ang. multigenerational), nazywane teŨ miňdzypokoleniowym (ang. intergenerational) odnosi 

siň do efekt·w fenotypowych obserwowanych u potomstwa (F1) w wyniku bezpoŜredniej ekspozycji organizmu 

rodzicielskiego (F0), w tym takŨe jego kom·rek rozrodczych, na okreŜlone czynniki Ŝrodowiskowe. Skutki 

ekspozycji ciňŨarnej lub karmiŃcej samicy mogŃ obejmowaĺ r·wnieŨ kolejne pokolenia, poniewaŨ niekorzystne 

warunki Ŝrodowiskowe dziağajŃce w organizmie matczynym (F0) wpğywajŃ nie tylko na rozw·j jej potomstwa 

(F1), lecz takŨe na kom·rki pğciowe (linia germinalna), z kt·rych powstaje pokolenie F2. Dziedziczenie 

transgeneracyjne dotyczy sytuacji, w kt·rej zmiany fenotypowe sŃ przekazywane kolejnym pokoleniom mimo 

braku ich bezpoŜredniej ekspozycji na pierwotny czynnik Ŝrodowiskowy; w zaleŨnoŜci od pğci osobnika 

z pokolenia F0 pierwszym pokoleniem niewystawionym bezpoŜrednio na czynnik moŨe byĺ F2 (ekspozycja 

samca) lub F3 (ekspozycja ciňŨarnej bŃdŦ karmiŃcej samicy). Schemat przygotowano z wykorzystaniem narzňdzia 

BioRender.com. 



20 

 

W 2010 roku Skinner podsumowağ swoje badania, formuğujŃc nastňpujŃcŃ definicjň 

dziedziczenia transgeneracyjnego: Ăprzekazywanie informacji epigenetycznej przez liniň 

zarodkowŃ (plemniki lub kom·rki jajowe) pomiňdzy pokoleniami, niezaleŨnie  

od bezpoŜredniej ekspozycji na czynniki Ŝrodowiskowe lub ingerencje genetyczneò (Skinner  

i in., 2010). Definicja ta podkreŜla kluczowŃ rolň mechanizm·w epigenetycznych  

w dğugoterminowym dziedziczeniu zmian fenotypowych, kt·re mogŃ mieĺ istotne 

konsekwencje dla zdrowia oraz zdolnoŜci adaptacyjnych organizm·w do zmieniajŃcych siň 

warunk·w Ŝrodowiskowych. JednoczeŜnie rozr·Ũnienie pomiňdzy dziedziczeniem 

wielopokoleniowym a transgeneracyjnym pozostaje istotnym wyzwaniem metodologicznym. 

W przeciwieŒstwie do podejŜcia reprezentowanego przez Skinnera, w czňŜci publikacji termin 

Ădziedziczenie wielopokolenioweò bywa stosowany zamiennie z okreŜleniem Ădziedziczenie 

miňdzypokolenioweò (ang. intergenerational), co prowadzi do niejednoznacznoŜci 

terminologicznej prac naukowych (Tuscher i Day, 2019; Mßrkve Knudsen i in., 2018; Burton 

i Greer, 2022). Inni autorzy proponujŃ szersze ujňcie dziedziczenia wielopokoleniowego, jako 

pojňcia obejmujŃcego zar·wno klasyczne dziedziczenie miňdzypokoleniowe, dotyczŃce 

pokoleŒ bezpoŜrednio naraŨonych na dany czynnik Ŝrodowiskowy, jak i dziedziczenie 

transgeneracyjne, obserwowane u potomstwa pozbawionego bezpoŜredniego kontaktu z tym 

czynnikiem (Tuscher i Day, 2019). Takie podejŜcie pozwala uniknŃĺ koniecznoŜci 

jednoznacznego wykazania epigenetycznej transmisji niezaleŨnej od ekspozycji 

Ŝrodowiskowej, co w badaniach populacyjnych i eksperymentalnych czňsto pozostaje trudne 

do jednoznacznego potwierdzenia. W odniesieniu do modelu badawczego zastosowanego  

w niniejszej pracy zdecydowano siň na okreŜlenie Ăefekty wielopokolenioweò, aby zachowaĺ 

zgodnoŜĺ z definicjami proponowanymi przez innych autor·w. 

1.2.3. Dziedziczenie miňdzypokoleniowe i transgeneracyjne w kontekŜcie badaŒ  

na ludziach i modelach zwierzňcych 

Dziedziczenie zmian indukowanych przez czynniki Ŝrodowiskowe zostağo udokumentowane 

zar·wno w badaniach na modelach zwierzňcych, jak i w populacjach ludzi. Jednym 

z najbardziej znanych przykğad·w jest analiza konsekwencji omawianej juŨ wczeŜniej zimy 

gğodu w Holandii, obejmujŃca r·wnieŨ pokolenie F2. ChociaŨ u potomstwa F2 nie 

zaobserwowano zwiňkszonej czňstoŜci chor·b sercowo-naczyniowych ani zaburzeŒ 

metabolicznych, skutki stresu Ũywieniowego doŜwiadczonego w Ũyciu pğodowym przez ich 

rodzic·w (pokolenie F1) manifestowağy siň u ich potomstwa miňdzy innymi w postaci 

zwiňkszonego otğuszczenia organizmu w okresie noworodkowym oraz pogorszenia stanu 

zdrowia w p·Ŧniejszym Ũyciu (Painter i in., 2008).  

Istotnym aspektem tych obserwacji jest zaleŨnoŜĺ efekt·w od pğci rodzica pokolenia F1. 

Wykazano, Ũe jedynie potomstwo ojc·w, kt·rzy w Ũyciu pğodowym doŜwiadczyli niedobor·w 

skğadnik·w odŨywczych, charakteryzowağo siň wyŨszŃ masŃ ciağa oraz wskaŦnikiem BMI 

w por·wnaniu z osobami nienaraŨonymi na tego rodzaju stres metaboliczny (Veenendaal i in., 

2013). 

Badania na modelach zwierzňcych umoŨliwiajŃ bardziej szczeg·ğowe analizy epigenomu oraz 

identyfikacjň mechanizm·w leŨŃcych u podstaw dziedziczenia miňdzypokoleniowego 

i transgeneracyjnego. Wykazano, Ũe ograniczenie podaŨy biağka w diecie ciňŨarnych samic 

prowadzi do zmian w metylacji promotor·w wybranych gen·w w wŃtrobie potomstwa F1, 

przy czym analogiczne zmiany obserwowano u pokolenia F2 (Burdge i in., 2007). 
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R·wnieŨ eksperymenty z udziağem zwierzŃt wskazujŃ, Ũe skutki oddziağywaŒ Ŝrodowiskowych 

w okresie prenatalnym manifestujŃ siň w zaleŨnoŜci od pğci rodzica wystawionego  

na niedoŨywienie. U potomstwa samc·w z pokolenia F1 obserwowano niŨszŃ masň 

urodzeniowŃ, natomiast ekspozycja samic na niedoŨywienie in utero wiŃzağa siň  

ze zwiňkszonym ryzykiem otyğoŜci w pokoleniu F2 (Jimenez-Chillaron i in., 2009).  

Natomiast, stosowanie diety wysokotğuszczowej u ciňŨarnych samic prowadziğo do utrzymania 

siň podwyŨszonej masy ciağa aŨ do pokolenia F3, przy czym efekt ten byğ przekazywany 

wyğŃcznie przez liniň ojcowskŃ (Dunn i in., 2011). 

Zrozumienie mechanizm·w dziedziczenia miňdzypokoleniowego i transgeneracyjnego  

ma kluczowe znaczenie dla badaŒ nad dğugofalowym wpğywem czynnik·w Ŝrodowiskowych 

na zdrowie przyszğych pokoleŒ. Szczeg·lnŃ uwagň naleŨy zwr·ciĺ na ich oddziağywanie  

na funkcjonowanie ukğadu rozrodczego, poniewaŨ zmiany epigenetyczne mogŃ nie tylko 

determinowaĺ zdrowie jednostki, ale takŨe wpğywaĺ na pğodnoŜĺ i dğugoterminowŃ stabilnoŜĺ 

populacji. W interpretacji takich efekt·w istotne jest odr·Ũnienie transmisji przez liniň 

zarodkowŃ od powtarzajŃcego siň wpğywu Ŝrodowiska macicy w kolejnych ciŃŨach,  

co om·wiono w kolejnym podrozdziale. 

1.2.4. środowisko prenatalne jako czynnik ksztağtujŃcy zdrowie przyszğych pokoleŒ 

Przyjmuje siň, Ũe skutki programowania Ũywieniowego mogŃ byĺ takŨe przekazywane w linii 

matczynej de novo w kolejnych pokoleniach, jako konsekwencja rozwoju pğodu  

w nieoptymalnym Ŝrodowisku wewnŃtrzmacicznym, a nie wyğŃcznie na skutek bezpoŜrednio 

dziedziczonych modyfikacji epigenetycznych. Oznacza to, Ũe niekorzystne warunki 

Ũywieniowe w jakich rozwijağa siň matka, mogŃ trwale ksztağtowaĺ jej fizjologiň i metabolizm, 

a tym samym wpğywaĺ na Ŝrodowisko macicy podczas kolejnej ciŃŨy, kt·re staje siň 

czynnikiem programujŃcym rozw·j potomstwa. 

WŜr·d czynnik·w matczynych bezpoŜrednio wpğywajŃcych na rozw·j pğodu moŨna wymieniĺ 

miňdzy innymi przepğyw krwi w macicy, funkcjonowanie ğoŨyska oraz og·lny stan 

metaboliczny matki. NiewystarczajŃcy przepğyw krwi w macicy lub niewydolnoŜĺ ğoŨyska 

mogŃ prowadziĺ do wewnŃtrzmacicznego ograniczenia wzrostu (IUGR, ang. intrauterine 

growth retardation), stanu, w kt·rym pğ·d nie otrzymuje wystarczajŃcej iloŜci skğadnik·w 

odŨywczych i tlenu. IUGR wiŃŨe siň ze zwiňkszonym ryzykiem rozwoju chor·b sercowo-

naczyniowych oraz zaburzeŒ metabolicznych, takich jak cukrzyca typu 2, w p·Ŧniejszym Ũyciu 

(Barker, 1997; Malhotra i in., 2019).  

OtyğoŜĺ matczyna zostağa powiŃzana ze zmianami w transporcie skğadnik·w odŨywczych przez 

ğoŨysko, co moŨe prowadziĺ do nadmiernego wzrostu pğodu (Gaccioli, 2013). Z kolei 

niedoŨywienie matki w czasie ciŃŨy moŨe skutkowaĺ zar·wno ograniczonym, 

jak i nadmiernym wzrostem ğoŨyska, w zaleŨnoŜci od momentu wystŃpienia oraz czasu trwania 

niedoboru skğadnik·w odŨywczych. Ponadto zaburzenia metaboliczne matki, takie jak stan 

przedrzucawkowy czy cukrzyca ciŃŨowa, mogŃ istotnie zakğ·caĺ Ŝrodowisko 

wewnŃtrzmaciczne, prowadzŃc do nieprawidğowej regulacji gospodarki glukozowej 

i transportu skğadnik·w odŨywczych, co zwiňksza ryzyko rozwoju otyğoŜci i insulinoopornoŜci 

u potomstwa w dorosğoŜci (Reichetzeder i in., 2016). 

Interpretacja wynik·w badaŒ nad dziedziczeniem wielopokoleniowym stanowi zatem istotne 

wyzwanie, poniewaŨ zmiany fenotypowe obserwowane w pokoleniu F2 mogŃ wynikaĺ 

zar·wno z dziedziczonych modyfikacji epigenetycznych, jak i z wpğywu Ŝrodowiska macicy 
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podczas ciŃŨy (Lacal i Ventura, 2018). Zaburzona podaŨ skğadnik·w odŨywczych in utero 

lub zmieniony skğad mleka matki w okresie laktacji mogŃ wpğywaĺ na metabolizm oraz masň 

ciağa potomstwa, co w kolejnych ciŃŨach moŨe wt·rnie modyfikowaĺ Ŝrodowisko 

wewnŃtrzmaciczne, potencjalnie ksztağtujŃc zdrowie nastňpnych pokoleŒ. 

1.3. OŜ podwzg·rze-przysadka-gonady i kontrola jej funkcjonowania 

1.3.1. Neuroendokrynna regulacja osi podwzg·rze-przysadka-gonady 

OŜ podwzg·rze-przysadka-gonady (HPG, ang. hypothalamus-pituitary-gonadal axis) jest 

kluczowym ukğadem neuroendokrynnym, kt·ry poprzez zğoŨony system hormonalnych 

sprzňŨeŒ zwrotnych reguluje funkcje rozrodcze u ssak·w. OŜ ta rozpoczyna siň w podwzg·rzu, 

gdzie w okolicy przedwzrokowej zlokalizowane sŃ neurony wydzielajŃce hormon uwalniajŃcy 

gonadotropiny (GnRH, ang. gonadotropin releasing hormone). GnRH stymuluje przedni pğat 

przysadki m·zgowej do syntezy i wydzielania hormonu luteinizujŃcego (LH, ang. luteinizing 

hormone) oraz hormonu folikulotropowego (FSH, ang. follicle-stimulating hormone),  

kt·re dziağajŃc na gonady, pobudzajŃ gametogenezň oraz wytwarzanie hormon·w 

steroidowych (Acevedo-Rodrigues i in., 2018). 

AktywnoŜĺ neuron·w GnRH determinuje pulsacyjny wzorzec wydzielania LH i FSH  

oraz warunkuje przedowulacyjny wzrost sekrecji gonadotropin u samic. Hormony steroidowe 

produkowane przez gonady, takie jak estrogeny (gğ·wnie 17-ɓ-estradiol; E2), progesteron 

i testosteron, regulujŃ funkcjonowanie podwzg·rza i przysadki poprzez mechanizmy 

sprzňŨenia zwrotnego. Charakter regulacji osi HPG r·Ũni siň w zaleŨnoŜci od pğci: u samc·w 

dominuje ujemne sprzňŨenie zwrotne, natomiast u samic wystňpuje zar·wno ujemne,  

jak i dodatnie sprzňŨenie zwrotne, zwiŃzane z przebiegiem cyklu menstruacyjnego  

lub rujowego (Caraty i Franceschini, 2008). 

Przez wiňkszoŜĺ cyklu u samic, niskie i umiarkowane stňŨenia estrogen·w wydzielanych przez 

jajniki wywierajŃ negatywne sprzňŨenie zwrotne na uwalnianie GnRH, warunkujŃc 

pulsacyjnoŜĺ jego wydzielania (Sarkar i Fink, 1980; Chongthammakun i Terasawa, 1993; 

Evans i in., 1994). Wraz ze wzrostem stňŨenia estrogen·w podczas dojrzewania pňcherzyka 

jajnikowego dochodzi jednak do zmiany charakteru ich dziağania z hamujŃcego na stymulujŃce. 

Skutkuje to aktywacjŃ dodatniego sprzňŨenia zwrotnego, prowadzŃcego do gwağtownego 

wzrostu wydzielania GnRH (Sarkar i in., 1976; Moenter i in., 1990), a w konsekwencji wyrzutu 

LH z przysadki m·zgowej, kt·ry inicjuje owulacjň (Freeman, 1994; Goodman i Inskeep, 2006). 

PoczŃtkowo zakğadano, Ũe hormony steroidowe produkowane przez gonady oddziağujŃ 

bezpoŜrednio na neurony GnRH. P·Ŧniejsze badania wykazağy jednak, Ũe neurony te nie 

wykazujŃ ekspresji klasycznych receptor·w hormon·w steroidowych (Couse i in., 2003; 

Herbison, 2008). Sugerowano, Ũe regulacja wydzielania GnRH przez hormony steroidowe 

odbywa siň poŜrednio, za poŜrednictwem innych populacji neuron·w wraŨliwych na steroidy. 

SpoŜr·d wielu potencjalnych mediator·w kluczowŃ rolň przypisano neuronom produkujŃcym 

kisspeptynň, kt·re uczestniczŃ zar·wno w mechanizmach ujemnego, jak i dodatniego 

sprzňŨenia zwrotnego (Smith i in., 2005). CharakterystycznŃ cechŃ neuron·w kisspeptynowych 

u samic jest powszechna ekspresja receptora estrogenowego alfa (ERŬ), kt·ry odgrywa waŨnŃ 

rolň w przekazywaniu sygnağ·w E2 w trakcie cyklu pğciowego (Smith i in., 2005). 
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1.3.2. Rola kisspeptyny w regulacji dojrzewania pğciowego i funkcji rozrodczych 

Kisspeptyna, a wğaŜciwie grupa peptyd·w okreŜlanych jako kisspeptyny, jest produktem genu 

KISS1 (Kiss1 u gryzoni). Gen ten koduje rodzinň peptyd·w o zbliŨonej strukturze, z kt·rych 

gğ·wnym produktem jest kisspeptyna-54 (znana r·wnieŨ jako metastatyna), a takŨe jej kr·tsze 

warianty, takie jak kisspeptyna-14, kisspeptyna-13 i kisspeptyna-10. Wszystkie te peptydy majŃ 

zdolnoŜĺ aktywacji receptora GPR54, znanego r·wnieŨ jako KISS1R (Kiss1r u gryzoni;  

Oakley i in., 2009; Pinilla i in., 2012; Roa i in., 2008). 

U ludzi mutacje w genie kodujŃcym receptor kisspeptyny prowadzŃ do hipogonadyzmu 

hipogonadotropowego, kt·ry objawia siň niedostatecznym rozwojem gonad, brakiem 

drugorzňdowych cech pğciowych oraz niskimi stňŨeniami hormon·w pğciowych  

(Seminara i in., 2003). ZbliŨone fenotypy obserwowano w badaniach na modelach mysich, 

w kt·rych mutacje w genie kodujŃcym kisspeptynň lub jej receptor skutkowağy brakiem 

dojrzewania pğciowego, niepğodnoŜciŃ oraz obniŨonym poziomem hormon·w pğciowych 

(Colledge, 2009). 

Fundamentalna rola kisspeptyny w prawidğowym funkcjonowaniu osi HPG wynika  

z jej kluczowego zaangaŨowania w regulacjň wydzielania GnRH oraz gonadotropin. Badania 

eksperymentalne wykazağy, Ũe podanie egzogennej kisspeptyny gryzoniom, a takŨe innym 

gatunkom, w tym ludziom, prowadzi do wzrostu stňŨenie LH i FSH w krŃŨeniu (Oakley i in., 

2009; Kauffman, 2010). Dalsze badania potwierdziğy, Ũe kisspeptyna syntetyzowana  

w podwzg·rzu bezpoŜrednio aktywuje neurony GnRH poprzez receptor kisspeptynowy, 

inicjujŃc i podtrzymujŃc aktywnoŜĺ osi rozrodczej (Oakley i in., 2009; Kauffman, 2010). 

W okresie dojrzewania pğciowego podwzg·rzowy ukğad kisspeptynowy, rozumiany jako 

system sygnalizacji kisspeptyna-KISS1R/GPR54 sterujŃcy wydzielaniem GnRH 

w podwzg·rzu, ulega intensywnej i zğoŨonej aktywacji, niezbňdnej dla prawidğowego 

przebiegu pokwitania. Badania prowadzone na gryzoniach wykazağy, Ũe dojrzewanie pğciowe 

wiŃŨe siň ze wzrostem wraŨliwoŜci na stymulujŃce dziağanie kisspeptyny w zakresie 

odpowiedzi GnRH/LH (Castellano i in., 2006; Han i in., 2005). R·wnoczeŜnie obserwuje siň 

znaczŃcy wzrost ekspresji genu Kiss1 w podwzg·rzu u szczur·w i mağp w tym okresie,  

co wskazuje na nasilenie sygnalizacji kisspeptynowej (Navarro i in., 2004; Shahab i in., 2005). 

Szczeg·ğowe analizy neuroanatomiczne u samic myszy ujawniğy takŨe gwağtowny wzrost 

liczby neuron·w kisspeptynowych w czasie dojrzewania pğciowego, a takŨe zwiňkszenie liczby 

projekcji i kontakt·w synaptycznych tych neuron·w z neuronami GnRH (Clarkson i in., 2010). 

1.3.2.1. Populacje neuron·w kisspeptynowych w podwzg·rzu 

U wielu gatunk·w ssak·w, w tym gryzoni, owiec i naczelnych, ekspresjň kisspeptyny 

wykazano gğ·wnie w dw·ch odrňbnych regionach podwzg·rza: w okolicy przedwzrokowej 

(POA, ang. preoptic area) ï kt·ra u gryzoni obejmuje jŃdro przednio-brzuszne okoğokomorowe 

oraz sŃsiadujŃce jŃdro okoğokomorowe (AVPV/PeN, ang. anteroventral periventricular 

nucleus/periventricular nucleus), a takŨe w jŃdrze ğukowatym (ARC, ang. arcuate nucleus; 

Herbison, 2008; Lehman i in., 2013). 

Jak wczeŜniej wspomniano, neurony kisspeptynowe w podwzg·rzu odgrywajŃ nadrzňdnŃ rolň 

w przekazywaniu sygnağ·w hormon·w pğciowych do neuron·w GnRH. Schemat na rycinie 1.2 

przedstawia regulacjň sygnağu kisspeptynowego w ARC oraz AVPV/PeN przez estrogeny, 

opartŃ o sprzňŨenia zwrotne. W ARC, kt·re odpowiada za pulsacyjne wydzielanie GnRH, 
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ekspresja Kiss1 jest hamowana przez estrogeny w ramach ujemnego sprzňŨenia zwrotnego,  

co umoŨliwia precyzyjnŃ kontrolň czňstotliwoŜci puls·w GnRH oraz LH (Oakley i in., 2009; 

Kauffman, 2010). Z kolei neurony kisspeptynowe w rejonie AVPV/PeN poŜredniczŃ  

w dodatnim sprzňŨeniu zwrotnym estrogen·w, inicjujŃc przedowulacyjny wyrzut GnRH i LH 

(Khan i Kauffman, 2012). Wykazano, Ũe ekspresja genu Kiss1 w tym obszarze jest wyŨsza 

u samic niŨ u samc·w, u kt·rych nie obserwuje siň przedowulacyjnego wzrostu stňŨenia LH. 

Ponadto neurony kisspeptynowe w regionie AVPV/PeN charakteryzujŃ siň zwiňkszonŃ 

aktywnoŜciŃ neuronalnŃ w okresie poprzedzajŃcym wyrzut LH (Robertson i in., 2009). 

Znaczenie kisspeptyny w regulacji owulacji potwierdzajŃ takŨe badania na myszach 

z nokautem genu Kiss1 lub genu kodujŃcego receptor kisspeptyny (Gpr54), u kt·rych wyrzut 

LH nie wystňpuje nawet po podaniu E2 (Clarkson i in., 2008; Dror i in., 2013).  

Poziom ekspresji genu Kiss1 w ARC u samic gryzoni jest wykrywany juŨ w okresie 

prenatalnym i poczŃtkowo utrzymuje siň na poziomie zbliŨonym do obserwowanego 

u dorosğych osobnik·w. Przed okresem dojrzewania (okoğo 3 tydzieŒ Ũycia) ekspresja ta ulega 

przejŜciowemu obniŨeniu, by nastňpnie ponownie wzrosnŃĺ w trakcie dojrzewania pğciowego 

(Takumi i in., 2011; Semaan i Kauffman, 2022). 

W rejonie AVPV/PeN pierwsze neurony kisspeptynowe u myszy i szczur·w pojawiajŃ siň pod 

koniec drugiego tygodnia Ũycia postnatalnego (okoğo 10-15 dnia po urodzeniu), jednak ich 

liczba poczŃtkowo pozostaje bardzo niska (Cao i in., 2012; Semaan i in., 2010). Istotny wzrost 

liczebnoŜci populacji neuron·w kisspeptynowych w omawianym obszarze podwzg·rza 

nastňpuje w czwartym tygodniu Ũycia, osiŃgajŃc najwyŨsze wartoŜci w okresie bezpoŜrednio 

poprzedzajŃcym dojrzewanie pğciowe (Semaan i Kauffman, 2015; Clarkson i Herbison, 2006). 
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Ryc. 1.2 Ujemne i dodatnie sprzňŨenia zwrotne estrogen·w w ARC oraz AVPV/PeN samic gryzoni z udziağem 

neuron·w kissppetynowych. Neurony ARC wykazujŃce ekspresjň ERŬ, poŜredniczŃ w hamowaniu przez estradiol 

wydzielania hormonu GnRH w podwzg·rzu oraz LH z przysadki m·zgowej w ramach ujemnego sprzňŨenia 

zwrotnego. Wraz z dojrzewaniem pňcherzyk·w jajnikowych podczas cyklu rujowego poziom estradiolu 

w krŃŨeniu znaczŃco wzrasta i dziağajŃc poprzez neurony kisspeptynowe zlokalizowane w obrňbie jŃdra przednio-

brzusznego okoğokomorowego oraz sŃsiadujŃcego jŃdra okoğokomorowego (AVPV/PeN),  

inicjuje przedowulacyjny wyrzut GnRH i LH w ramach dodatniego sprzňŨenia zwrotnego. Schemat przygotowano 

z wykorzystaniem narzňdzia BioRender.com. 

W trakcie cyklu rujowego, E2 nie tylko reguluje aktywnoŜĺ opisanych powyŨej populacji 

neuron·w kisspeptynowych lecz takŨe odgrywa kluczowŃ rolň w ich rozwoju przed 

osiŃgniňciem dojrzağoŜci pğciowej. Usuniňcie gonad u samic okoğo 15 dnia Ũycia prowadzi  

do spadku ekspresji kisspeptyny w regionie AVPV/PeN o 70ï90%, zar·wno w okresie 

dojrzewania, jak i u dorosğych osobnik·w (Clarkson i in., 2009, 2012). Efekt ten ulega 

odwr·ceniu po podaniu niskich dawek E2 (Clarkson i in., 2009). ZasadniczŃ rolň E2 w rozwoju 

neuron·w kisspeptynowych w rejonie AVPV/PeN potwierdzajŃ r·wnieŨ badania wykonane  

na myszach pozbawionych enzymu aromatazy cytochromu P450, katalizujŃcego konwersjň 

testosteronu do estradiolu ï u tych zwierzŃt obserwowano nieliczne neurony kisspeptynowe  

w AVPV/PeN lub ich cağkowity brak (Clarkson i in., 2009). 

Usuniňcie jajnik·w samicom myszy na wczesnym etapie Ũycia prowadzi do wzrostu ekspresji 

genu Kiss1 w ARC, co stanowi efekt przeciwny do obserwowanego w regionie AVPV/PeN 
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(Kauffman i in., 2009). Analogiczne zaleŨnoŜci opisano u owiec, u kt·rych po usuniňciu 

jajnik·w liczba neuron·w kisspeptynowych w ARC byğa wyŨsza niŨ u osobnik·w kontrolnych 

ï bez owariektomii (Nestor i in., 2012). Dane te wskazujŃ, Ũe przed okresem dojrzewania E2 

hamuje ekspresjň kisspeptyny w ARC, a osğabienie ujemnego sprzňŨenia zwrotnego moŨe 

odpowiadaĺ za wzrost ekspresji Kiss1 w trakcie dojrzewania pğciowego. 

1.3.2.2. Neurony KNDy w kontroli pulsacyjnego wydzielania GnRH 

Neurony KNDy (ang. Kisspeptin/Neurokinin B/Dynorphin neurons) stanowiŃ 

wyspecjalizowanŃ populacjň kom·rek nerwowych zlokalizowanŃ w ARC, kt·ra opr·cz 

kisspeptyny wykazuje takŨe ekspresjň dw·ch innych neuropeptyd·w: neurokininy B oraz 

dynorfiny A. Neurokinina B kodowana jest przez gen Tac2 u gryzoni oraz TAC3 u czğowieka, 

natomiast dynorfina A przez odpowiednio gen Pdyn oraz PDYN (Burke i in., 2006; Navarro 

i in., 2012; Goodman i in., 2004).  

Neurony KNDy odgrywajŃ kluczowŃ rolň w generowaniu i regulacji pulsacyjnego wydzielania 

GnRH oraz gonadotropin. Przeciwstawne dziağanie neurokininy B i dynorfiny A pozwala  

na precyzyjnŃ regulacjň aktywnoŜci neuron·w KNDy, co umoŨliwia utrzymanie rytmicznego 

charakteru sygnalizacji osi HPG (Goodman i in., 2007). Neurokinina B inicjuje i/lub wzmaga 

zsynchronizowanŃ aktywnoŜĺ neuron·w KNDy poprzez aktywacjň pobudzajŃcych receptor·w 

NK3R.W efekcie dochodzi do uwalniania kisspeptyny, kt·ra oddziağuje nastňpnie na receptory 

GPR54 zlokalizowane na neuronach GnRH, stymulujŃc ich aktywnoŜĺ. Z kolei dynorfina A 

wiŃŨe siň hamujŃcymi receptorami ‖-opioidowymi, obniŨajŃc aktywnoŜĺ neuron·w KNDy 

i wygaszajŃc pulsacyjne wydzielanie GnRH (Uenoyama i in., 2021). 

Neurony KNDy wykazujŃ ekspresjň receptor·w wraŨliwych na sygnağy metaboliczne 

(Backholer i in., 2010; Cernea i in., 2016), podobnie jak neurony tworzŃce z nimi poğŃczenia 

synaptyczne (Elias i in., 1999; Cernea i in., 2016). Dziňki temu stanowiŃ one waŨny element 

integrujŃcy sygnağy zwiŃzane ze stanem energetycznym organizmu z regulacjŃ osi rozrodczej, 

poŜredniczŃc w dostosowaniu wydzielania kisspeptyny i GnRH do dostňpnoŜci zasob·w 

energetycznych.  

W badaniach wykorzystujŃcych restrykcjň pokarmowŃ jako model stresu metabolicznego 

wykazano, Ũe deficyt energetyczny nie tylko obniŨa ekspresjň Kiss1 w ARC, lecz takŨe tğumi 

podwzg·rzowŃ ekspresjň gen·w kodujŃcych neurokininň B oraz jej receptor u dojrzewajŃcych 

samic szczur·w (Navarro i in., 2012). Co istotne, op·Ŧnienie dojrzewania pğciowego u samic 

wywoğane niedoŨywieniem w okresie mğodzieŒczym zostağo czňŜciowo zğagodzone poprzez 

wielokrotne podawanie agonisty receptora NK3R, co potwierdza funkcjonalne znaczenie 

sygnalizacji neurokininy B w tym procesie (Navarro i in., 2012). Efekt ten byğ por·wnywalny 

z odpowiedziŃ uzyskanŃ po iniekcji kisspeptyny-10 u dojrzewajŃcych samic szczur·w 

poddanych podobnemu stopniowi niedoŨywienia (Castellano i in., 2005). Z kolei 

u dojrzewajŃcych samic szczur·w karmionych dietŃ wysokotğuszczowŃ obserwowano 

zwiňkszonŃ ekspresjň Kiss1 oraz Tac2 w ARC, a takŨe wzrost czňstotliwoŜci puls·w LH  

(Li i in., 2012), co dodatkowo potwierdza udziağ neuron·w KNDy w powiŃzaniu stanu 

metabolicznego (energetycznego) z regulacjŃ funkcji rozrodczych. 

1.3.2.3. Interakcja leptyny i kisspeptyny w regulacji osi podwzg·rze-przysadka-gonady 

BiorŃc pod uwagň kluczowŃ rolň kisspeptyny i leptyny w regulacji dojrzewania pğciowego, 

zaproponowano hipotezň, Ũe wsp·ğdziağajŃ one ze sobŃ, zapewniajŃc prawidğowe 
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funkcjonowanie osi HPG. U owiec wykazano, Ũe neurony kisspeptynowe zlokalizowane  

w obrňbie ARC reagujŃ na podanie leptyny (Backholer i in., 2010). Ponadto leptyna wpğywa 

na ekspresjň Kiss1 w podwzg·rzu ï jej podanie myszom ob/ob prowadzi do zwiňkszenia 

ekspresji Kiss1 (Smith i in., 2006). W tej samej pracy wykazano obecnoŜĺ transkryptu 

kodujŃcego receptor leptyny w neuronach kisspeptynowych ARC.  

Kolejne badania potwierdziğy, Ũe nadmierna dostňpnoŜĺ pokarmu na wczesnych etapach Ũycia 

prowadzi do zwiňkszonej masy ciağa, podwyŨszonego stňŨenia leptyny w krŃŨeniu oraz wzrostu 

ekspresji Kiss1 w podwzg·rzu. Z kolei ograniczona podaŨ kalorii wywoğywağa efekt przeciwny, 

co sugeruje, Ũe sygnalizacja z udziağem leptyny moŨe modulowaĺ poziom sygnağu 

kisspeptynowego w zaleŨnoŜci od stanu metabolicznego organizmu (Castellano i in., 2011). 

NaleŨy jednak zaznaczyĺ, Ũe nie wszystkie dostňpne dane jednoznacznie potwierdzajŃ 

bezpoŜredniŃ zaleŨnoŜĺ pomiňdzy leptynŃ a aktywnoŜciŃ neuron·w kisspeptynowych (Donato 

i in., 2011). 

Przyjmuje siň, Ũe przed osiŃgniňciem dojrzağoŜci pğciowej neurony kisspeptynowe 

zlokalizowane w ARC nie wykazujŃ ekspresji funkcjonalnego receptora leptyny (Cravo i in., 

2013). Mimo to istnieje wyraŦna zaleŨnoŜĺ pomiňdzy poziomem leptyny a momentem 

rozpoczňcia dojrzewania pğciowego, w kt·rym bezsprzecznie uczestniczŃ neurony produkujŃce 

kisspeptynň. Sugeruje to, Ũe przedpokwitaniowy wpğyw leptyny na neurony kisspeptynowe 

w ARC moŨe byĺ przekazywany gğ·wnie za poŜrednictwem innych populacji neuron·w. 

Jednym z proponowanych mechanizm·w jest aktywacja neuron·w produkujŃcych tlenek azotu, 

kt·re uczestniczŃ w regulacji ekspresji kisspeptyny w ARC (Petrine i in., 2020). Ponadto 

badania Manfredi-Lozano i wsp·ğpracownik·w (2016) wskazujŃ na istotnŃ rolň neuron·w 

produkujŃcych melanokortynň alfa (Ŭ-MSH), bňdŃcŃ produktem genu Pomc, jako kolejnego 

ogniwa ğŃczŃcego sygnağy metaboliczne, takie jak leptyna, z regulacjŃ dojrzewania pğciowego. 

W m·zgach mğodych gryzoni wykazano obecnoŜĺ wğ·kien Ŭ-MSH bňdŃcych w bliskim 

kontakcie z neuronami kisspeptynowymi zlokalizowanymi w ARC. Farmakologiczne 

blokowanie receptor·w melanokortynowych op·Ŧniağo dojrzewanie pğciowe, czemu 

towarzyszyğ spadek ekspresji Kiss1 w ARC. Natomiast u myszy pozbawionych receptora 

kisspeptyny podanie agonist·w receptor·w Ŭ-MSH osğabiğo stymulujŃcy wpğyw Ŭ-MSH  

na wydzielanie LH. 

Warto r·wnieŨ podkreŜliĺ, Ũe leptyna moŨe oddziağywaĺ nie tylko w obrňbie podwzg·rza, lecz 

takŨe na innych poziomach osi HPG. Na poziomie przysadki wykazano, Ũe leptyna 

w niewielkim stopniu stymuluje wydzielanie gonadotropin (Yu i in. 1997). W obrňbie gonad 

natomiast odnotowano zar·wno pobudzajŃce, jak i hamujŃce dziağanie leptyny na r·Ũne aspekty 

ich funkcjonowania, w tym na steroidogenezň oraz produkcjň hormon·w pğciowych  

(Tena-Sempere, 2007; Ghizzoni i in., 2001). 

1.3.3. Folikulogeneza 

1.3.3.1. Struktura i rozw·j pňcherzyka jajnikowego 

Pňcherzyk jajnikowy jest podstawowŃ strukturŃ jajnika odpowiedzialnŃ za rozw·j, dojrzewanie 

i uwalnianie kom·rki jajowej w procesie owulacji. BudujŃ go kom·rka jajowa (oocyt) otoczona 

kom·rkami ziarnistymi (ang. granulosa cells) oraz osğonki (ang. theca cells). Osğonka skğada 

siň z dw·ch morfologicznie odrňbnych typ·w kom·rek: steroidogennych kom·rek osğonki 

wewnňtrznej (ğac. theca interna), kt·re wytwarzajŃ androgeny oraz kom·rek osğonki 
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zewnňtrznej (ğac. theca externa), zapewniajŃcych rosnŃcemu pňcherzykowi wsparcie 

strukturalne.  

Rozw·j pňcherzyk·w jajnikowych, okreŜlany jako folikulogeneza, jest wieloetapowym 

i precyzyjnie regulowanym procesem prowadzŃcym do powstania dojrzağego pňcherzyka 

zdolnego do owulacji. Proces ten pozostaje pod kontrolŃ sygnağ·w hormonalnych oraz zmian 

metabolicznych zachodzŃcych zar·wno w oocycie, jak i kom·rkach somatycznych pňcherzyka. 

Pňcherzyki jajnikowe przechodzŃ kolejne stadia rozwoju, kt·re dzieli siň na pňcherzyki 

przedantralne ï pozbawione jamy antralnej oraz na pňcherzyki antralne, w kt·rych jama ta jest 

obecna (Macklon i Fauser, 2001; Hillier, 2001). Proces dojrzewania pňcherzyk·w, 

zilustrowany na rycinie 1.3, rozpoczyna siň na etapie pňcherzyk·w pierwotnych, w kt·rych 

oocyt otoczony jest pojedynczŃ warstwŃ pğaskich kom·rek ziarnistych. Podziağ oocyt·w w tej 

fazie jest zatrzymany w profazie I podziağu mejotycznego. Pňcherzyki pierwotne stanowiŃ tzw. 

rezerwň jajnikowŃ, bňdŃc pulŃ spoczynkowŃ, z kt·rej rekrutowane sŃ pňcherzyki zdolne  

do dalszego rozwoju.  

W kolejnym etapie rozwoju pňcherzyki pierwotne przechodzŃ w stadium pňcherzyk·w 

pierwszo- i drugorzňdowych, kt·re charakteryzujŃ siň odpowiednio jednŃ lub dwiema 

warstwami kom·rek ziarnistych. Oocyt pňcherzyka pierwotnego posiada glikoproteinowŃ 

otoczkň zwanŃ osğonkŃ przejrzystŃ (ğac. zona pellucida), kt·ra oddziela go od kom·rek 

ziarnistych osadzonych na bğonie podstawnej (ğac. lamina basalis; Braw-Tal i Yossefi, 1997). 

Na etapie pňcherzyka drugorzňdowego rozpoczyna siň r·Ũnicowanie kom·rek osğonki. 

Pňcherzyki te stajŃ siň wraŨliwe na dziağanie gonadotropin i zaczynajŃ syntetyzowaĺ steroidowe 

hormony pğciowe (Yamoto i in., 1992; Zhang i in., 2001; Yung i in., 2014). 

Wraz z dalszym dojrzewaniem pňcherzyka zwiňksza siň liczba warstw kom·rek ziarnistych, 

a pomiňdzy nimi zaczynajŃ tworzyĺ siň drobne przestrzenie wypeğnione pğynem 

pňcherzykowym. Przestrzenie te stopniowo powiňkszajŃ siň i ğŃczŃ, prowadzŃc 

do uformowania pojedynczej, centralnie poğoŨonej jamy antralnej (ğac. antrum). Niekt·re 

metody klasyfikacji pňcherzyk·w wyr·ŨniajŃ dodatkowo stadium pňcherzyka 

wczesnoantralnego, charakteryzujŃcego siň obecnoŜciŃ wielu warstw kom·rek ziarnistych oraz 

poczŃtkowo formujŃcŃ siň jamŃ antralnŃ (Vo i Kawamura, 2021; Findlay i in., 2019). 

Na etapie pňcherzyka antralnego jama antralna jest juŨ w peğni wyksztağcona. Jedynie niewielka 

liczba pňcherzyk·w antralnych, pod wpğywem stymulacji gonadotropinowej, dojrzewa  

do stadium przedowulacyjnego (Hirshfield, 1991), a pozostağe ulegajŃ atrezji. Pňcherzyki 

przedowulacyjne, okreŜlane jako pňcherzyki Graafa, stanowiŃ gğ·wne Ŧr·dğo estrogen·w  

u kobiet w wieku rozrodczym. W odpowiedzi na przedowulacyjny wyrzut LH dominujŃcy 

pňcherzyk Graafa pňka (u zwierzŃt z pojedynczŃ owulacjŃ), uwalniajŃc oocyt, podczas  

gdy kom·rki ziarniste i osğonki wewnňtrznej ulegajŃ luteinizacji, przeksztağcajŃ siň w ciağko 

Ũ·ğte (Fauser i Van Heusden, 1997). Dalszy los ciağka Ũ·ğtego zaleŨy od zapğodnienia kom·rki 

jajowej. W przypadku zapğodnienia, przeksztağca siň ono w ciağko Ũ·ğte ciŃŨowe, produkujŃce 

progesteron. Natomiast gdy do zapğodnienia nie dochodzi, ciağko Ũ·ğte ulega stopniowej 

regresji, tracŃc zdolnoŜĺ do produkcji hormon·w, aŨ ostatecznie przeksztağca siň w ciağko 

biağawe i zanika (Maynard i Downes, 2019). 
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Ryc. 1.3 Schemat folikulogenezy (zmodyfikowano wg Longo i in., 2025). Pňcherzyki jajnikowe przechodzŃ 

kolejne stadia rozwoju, poczŃwszy od pňcherzyk·w pierwotnych zawierajŃcych oocyty otoczone pojedynczŃ 

warstwŃ kom·rek ziarnistych, poprzez pňcherzyki jedno- i dwuwarstwowe (pierwszo- i drugorzňdowe),  

aŨ do stadium pňcherzyka antralnego, charakteryzujŃcego siň obecnoŜciŃ jamy antralnej wypeğnionej pğynem 

pňcherzykowym.  

Kom·rki ziarniste odgrywajŃ kluczowŃ rolň w zapewnianiu oocytowi wsparcia oraz 

odpowiedniego mikroŜrodowiska niezbňdnego do jego wzrostu i dojrzewania. W trakcie 

rozwoju pňcherzyka r·ŨnicujŃ siň one na dwie funkcjonalnie odmienne populacje: przyŜcienne 

kom·rki ziarniste (MGCs, ang. mural granulosa cells) oraz kom·rki wieŒca promienistego 

(CCs, ang. cumulus cells). MGCs, zlokalizowane na Ŝcianie pňcherzyka, peğniŃ gğ·wnie funkcje 

endokrynne, podczas gdy CCs, pozostajŃc w bezpoŜrednim kontakcie z oocytem, tworzŃ 

kompleksy oocyt-wieniec promienisty (COCs, ang. cumulus-oocyte complexes) i dostarczajŃ 

mu niezbňdnych skğadnik·w odŨywczych oraz energii (Johnson i Redmer, 2002; Scott, 2018). 

W obrňbie COCs zachodzi dwukierunkowa komunikacja pomiňdzy oocytem a kom·rkami 

wieŒca promienistego. Jest ona moŨliwa dziňki obecnoŜci wytwarzanych przez kom·rki 

pňcherzyka wypustek cytoplazmatycznych (TZPs, ang. transzonal projections), kt·re 

przechodzŃ przez osğonkň przejrzystŃ i kontaktujŃ siň bezpoŜrednio z oocytem (Anderson i in., 

1976). Dodatkowo pomiňdzy oocytem a kom·rkami wieŒca promienistego tworzŃ siň liczne 

poğŃczenia szczelinowe (ang. gap junctions), kt·re umoŨliwiajŃ wymianň jon·w, mağych 

czŃsteczek oraz wt·rnych przekaŦnik·w zgodnie z gradientem stňŨeŒ (Kidder i Mhawi, 2002). 

1.3.3.2. Wpğyw hormon·w na dojrzewanie pňcherzyk·w jajnikowych 

1.3.3.2.1 Gonadotropiny 

Folikulogeneza jest wieloetapowym procesem, kt·rego przebieg zaleŨy od Ŝcisğej wsp·ğpracy 

lokalnych czynnik·w wydzielanych w jajniku z regulacjŃ hormonalnŃ sprawowanŃ przez  

oŜ HPG. PoczŃtkowo zakğadano, Ũe wczesne etapy rozwoju pňcherzyk·w jajnikowych,  

aŨ do momentu utworzenia jamy antralnej, przebiegajŃ niezaleŨnie od dziağania gonadotropin, 

poniewaŨ mogŃ zachodziĺ przy ich bardzo niskich stňŨeniach (Hillier, 1994; Halpin i in., 1986). 

Jednak badania z wykorzystaniem antagonist·w GnRH u mğodych gryzoni wykazağy wyraŦny 

spadek liczby dojrzewajŃcych pňcherzyk·w oraz nasilenie ich atrezji. Co wiňcej, egzogenne 

podanie FSH prowadziğo do przyspieszenia rozwoju pňcherzyk·w jajnikowych (McGee i in., 

1997). Wskazuje to, Ũe choĺ najwczeŜniejsze etapy folikulogenezy sŃ w duŨej mierze 

regulowane przez lokalne sygnağy parakrynne, pňcherzyki jajnikowe stopniowo nabywajŃ 

wraŨliwoŜĺ na FSH jeszcze przed osiŃgniňciem stadium antralnego. 
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PrzejŜcie pňcherzyka przez stadium antralne oraz samo wystŃpienie owulacji sŃ powszechnie 

uznawane za procesy zaleŨne od aktywnoŜci gonadotropin. FSH odgrywa kluczowŃ rolň 

w dojrzewaniu pňcherzyk·w antralnych, stymulujŃc ekspresjň enzym·w zaangaŨowanych 

w syntezň estrogen·w oraz zwiňkszajŃc ekspresjň receptor·w LH w kom·rkach ziarnistych 

(Hillier, 2001). Z kolei LH jest niezbňdny do ostatecznego dojrzewania pňcherzyka 

przedowulacyjnego oraz inicjacji owulacji ï proces·w, kt·rych nie moŨna wywoğaĺ nawet przy 

zastosowaniu wysokich dawek FSH (Zhang i in., 2001; Pakarainen, 2005). 

1.3.3.2.2 Hormony steroidowe 

Hormony steroidowe syntetyzowane w jajniku peğniŃ istotnŃ rolň w regulacji folikulogenezy, 

wpğywajŃc zar·wno na dojrzewanie pňcherzyk·w jajnikowych, jak i ich funkcjonowanie. 

Estrogeny i androgeny oddziağujŃ przede wszystkim na kom·rki ziarniste, zapewniajŃc ich 

prawidğowŃ proliferacjň oraz przeŨywalnoŜĺ. 

Badania na modelach mysich wykazağy, Ũe brak sygnalizacji E2 prowadzi do zahamowania 

rozwoju pňcherzyk·w na etapie wczesnych pňcherzyk·w antralnych (Lubahn i in., 1993). 

Natomiast niedob·r E2 wynikajŃcy z braku aromatazy cytochromu P450 skutkuje zaburzeniem 

sprzňŨenia zwrotnego i podwyŨszonym poziomem gonadotropin. W takich warunkach 

folikulogeneza poczŃtkowo przebiega do stadium duŨych pňcherzyk·w antralnych, jednak 

wraz z wiekiem zostaje cağkowicie zaburzona, a w jajniku nie wykrywa siň juŨ pňcherzyk·w 

drugorzňdowych (Fisher i in., 1998; Britt i in., 2000).  

Zakğ·cenie sygnalizacji androgenowej r·wnieŨ wywiera niekorzystny wpğyw  

na folikulogenezň. Myszy pozbawione receptora androgenowego wykazujŃ zmniejszonŃ 

pğodnoŜĺ, obniŨonŃ liczbň pňcherzyk·w antralnych i owulowanych oocyt·w oraz zwiňkszonŃ 

apoptozň kom·rek ziarnistych, co w konsekwencji prowadzi do przedwczesnej niewydolnoŜci 

jajnik·w (Hu i in., 2004; Shiina i in., 2006). 

1.3.3.2.3 ZwiŃzki niesteroidowe 

IstotnŃ rolň w regulacji dojrzewania pňcherzyk·w jajnikowych odgrywajŃ takŨe zwiŃzki 

niesteroidowe produkowane lokalnie w jajniku, w szczeg·lnoŜci biağka naleŨŃce do nadrodziny 

transformujŃcego czynnika wzrostu beta (TGFɓ, ang. transforming growth factor ɓ).  

Do najwaŨniejszych z nich zalicza siň inhibiny, aktywiny, czynnik r·Ũnicowania wzrostu  9 

(GDF9; ang. growth differentiation factor 9) oraz biağko morfogenetyczne koŜci 15 (BMP15; 

ang. bone morphogenetic protein 15). 

Aktywiny i inhibiny sŃ blisko spokrewnionymi biağkami o przeciwnych funkcjach, 

produkowanymi przez kom·rki ziarniste pňcherzyk·w jajnikowych.  

Inhibiny sŃ heterodimerami zğoŨonymi z podjednostki Ŭ oraz jednej z podjednostek ɓ (ɓA lub 

ɓB), tworzŃc inhibinň A lub B. Aktywiny natomiast wystňpujŃ jako homo- lub heterodimery 

podjednostek ɓ (ɓAɓA, ɓBɓB, ɓAɓB; Ying, 1987).  

R·wnowaga miňdzy produkcjŃ aktywin i inhibin zmienia siň w trakcie rozwoju pňcherzyk·w. 

Pňcherzyki od stadium pierwotnego do preantralnego wykazujŃ dominujŃcŃ ekspresjň 

podjednostek ɓ, sprzyjajŃc syntezie aktywin. Natomiast wiňksze, bardziej rozwiniňte 

pňcherzyki jajnikowe wykazujŃ zwiňkszonŃ ekspresjň podjednostki Ŭ, co prowadzi 

do powstawania inhibiny A lub B (Hillier, 1994; Findlay, 2000), przy czym pňcherzyk 

dominujŃcy produkuje gğ·wnie inhibinň A. Aktywiny i inhibiny oddziağujŃ r·wnieŨ  
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na przysadkň, regulujŃc wydzielanie FSH w spos·b przeciwstawny ï aktywiny je stymulujŃ, 

natomiast inhibiny hamujŃ. 

Badania u ludzi i na modelach mysich wskazujŃ, Ũe sygnalizacja aktywin uczestniczy 

w formowaniu pňcherzyk·w pierwotnych oraz w ustalaniu liczby pňcherzyk·w pierwotnych 

tworzŃcych rezerwň jajnikowŃ (Bristol-Gould, 2006). Na etapie pňcherzyk·w przedantralnych 

aktywiny stymulujŃ natomiast proliferacjň kom·rek ziarnistych, sprzyjajŃc dalszemu 

wzrostowi pňcherzyka (Li i in., 1995; Zhao i in., 2001).  

Od stadium antralnego dalszy wzrost i rozw·j pňcherzyka stajŃ siň zaleŨny od dziağania FSH. 

Aktywiny wydzielane przez kom·rki ziarniste nasilajŃ ich proliferacjň, zwiňkszajŃ ekspresjň 

receptora FSH (Hasegava i in., 1988; Xiao i in., 1992) oraz wzmagajŃ aktywnoŜĺ aromatazy 

cytochromu P450 stymulowanŃ dziağaniem FSH (Hutchinson i in., 1987; Miro i in., 1991).  

GDF9 i BMP15, syntetyzowane przez oocyt, peğniŃ kluczowŃ rolň juŨ na wczesnych etapach 

rozwoju pňcherzyk·w i pozostajŃ niezbňdne aŨ do momentu owulacji. U myszy pozbawionych 

genu Gdf9 dochodzi do formowania pňcherzyk·w pierwotnych, jednak ich dalszy rozw·j 

zostaje zahamowany na tym etapie, co sprawia, Ũe badania funkcji GDF9 na dalszych etapach 

folikulogenezy opierajŃ siň gğ·wnie na modelach in vitro (Nilsson et al. 2002). Wykazano,  

Ũe GDF9 wspiera rozw·j pňcherzyk·w poza stadium pňcherzyka pierwotnego oraz odgrywa 

kluczowŃ rolň podczas wzrostu pňcherzyka antralnego i owulacji (Vitt i Hsueh, 2001; Vitt i in., 

2000). Ponadto GDF9 poŜrednio wspomaga przyleganie kom·rek wieŒca promienistego  

do oocytu, co zapewnia jego lepszŃ ochronň i uğatwia proces zapğodnienia oraz zapobiega 

apoptozie kom·rek ziarnistych pňcherzyka (Orisaka i in., 2006). Natomiast, myszy z nokautem 

genu Bmp15 wykazujŃ prawidğowy rozw·j pňcherzyk·w do stadium antralnego, jednak 

wystňpujŃ u nich zaburzenia owulacji i zapğodnienia (Yan i in., 2001). U ludzi heterozygotyczne 

mutacje BMP15 wiŃŨŃ siň z hipergonadotropowŃ niewydolnoŜciŃ jajnik·w oraz ograniczonŃ 

proliferacjŃ kom·rek ziarnistych (Di Pasquale i in., 2004). 

1.3.4. Steroidogeneza w jajniku 

JednŃ z podstawowych funkcji pňcherzyka jajnikowego jest synteza hormon·w steroidowych. 

Steroidogeneza jajnikowa u wiňkszoŜci ssak·w, w tym u ludzi i myszy, przebiega zgodnie 

z klasycznym modelem dw·ch kom·rek i dw·ch gonadotropin (Ireland, 1987). Zgodnie z tym 

modelem androgeny syntetyzowane sŃ z cholesterolu w kom·rkach osğonki wewnňtrznej pod 

wpğywem LH, a nastňpnie przechodzŃ do kom·rek ziarnistych, gdzie pod kontrolŃ FSH ulegajŃ 

aromatyzacji do estrogen·w. 

Proces steroidogenezy w jajniku, przedstawiony schematycznie na rycinie 1.4, rozpoczyna siň 

od transportu cholesterolu, stanowiŃcego substrat do syntezy hormon·w steroidowych, z bğony 

zewnňtrznej mitochondrium na bğonň wewnňtrznŃ. Etap ten jest regulowany przez biağko StAR 

(ang. steroidogenic acute regulatory protein), kt·re odgrywa kluczowŃ rolň w kontroli 

szybkoŜci przebiegu cağego procesu. Nastňpnie cholesterol ulega enzymatycznej konwersji  

do pregnenolonu, katalizowanej przez cytochrom P450scc (CYP11A1), kt·ry zlokalizowany 

jest w mitochondriach.  

Dalsze etapy steroidogenezy zachodzŃ w retikulum endoplazmatycznym, gdzie pregnenolon 

zostaje przeksztağcony w progesteron przy udziale dehydrogenazy 3ɓ-hydroksysteroidowej 

(HSD3B). Kolejne reakcje, katalizowane przez cytochrom P450 17A1 (CYP17A1), prowadzŃ 

do powstania 17-alfahydroksypregnenolonu z pregnenolonu oraz 17-alfahydroksyprogesteronu 
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z progesteronu. Ten sam enzym odpowiada r·wnieŨ za syntezň dehydroepiandrosteronu 

(DHEA). WiňkszoŜĺ DHEA ulega nastňpnie przemianie do androstendionu, kt·ry moŨe zostaĺ 

dalej przeksztağcony w biologicznie bardziej aktywny testosteron przy udziale dehydrogenazy 

17ɓ-hydroksysteroidowej (HSD17B; Conley i in., 1994).  

Androgeny syntetyzowane w kom·rkach osğonki wewnňtrznej dyfundujŃ do sŃsiadujŃcych 

kom·rek ziarnistych, gdzie w przewaŨajŃcej czňŜci ulegajŃ konwersji do estrogen·w. Proces 

ten zachodzi przy udziale aromatazy cytochromu P450 (CYP19A1), kt·rej ekspresja 

i aktywnoŜĺ sŃ stymulowane przez FSH. Testosteron przeksztağcany jest w estradiol, natomiast 

androstendion w estron, kt·ry nastňpnie moŨe zostaĺ zredukowany do estradiolu przez 

HSD17B (Corbin i in., 2003).  

 

Ryc. 1.4 Schemat syntezy hormon·w steroidowych w jajniku. Cholesterol jest transportowany z bğony zewnňtrznej 

mitochondrium do jego wnňtrza przez biağko StAR (ang. steroidogenic acute regulatory protein), gdzie przy 

udziale enzymu desmolazy cholesterolowej (CYP11A1) ulega konwersji do pregnenolonu. Nastňpnie pregnenolon 

przeksztağcany jest w progesteron z udziağem dehydrogenazy 3ɓ-hydroksysteroidowej (HSD3B). Kolejne reakcje, 

katalizowane przez cytochrom P450 17A1 (CYP17A1), prowadzŃ do syntezy androgen·w, takich jak 

dehydroepiandrosteron (DHEA) oraz androstendion. Androstendion moŨe byĺ dalej konwertowany 

do testosteronu przy udziale dehydrogenazy 17ɓ-hydroksysteroidowej (HSD17B). W kom·rkach ziarnistych 

androgeny ulegajŃ aromatyzacji do estrogen·w ï testosteron do estradiolu, a androstendion do estronu ï 

pod wpğywem aromatazy cytochromu P450 (CYP19A1). Schemat przygotowano z wykorzystaniem narzňdzia 

BioRender.com. 

1.3.5. Kom·rka jajowa 

Od momentu rekrutacji pňcherzyka pierwotnego rozpoczyna siň dojrzewanie cytoplazmatyczne 

oocytu, kt·re trwa aŨ do owulacji. Proces ten obejmuje intensywnŃ syntezň i gromadzenie RNA, 

biağek oraz innych zwiŃzk·w niezbňdnych do zapğodnienia i wczesnego rozwoju zarodka,  

a takŨe reorganizacjň organelli kom·rkowych. W tym okresie oocyt znaczŃco zwiňksza swoje 

rozmiary, co wiŃŨe siň z nasileniem aktywnoŜci transkrypcyjnej i translacyjnej. W peğni 

dojrzağa kom·rka jajowa zawiera znacznie wiňksze iloŜci RNA i biağek niŨ typowa kom·rka 
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somatyczna, co odzwierciedla jej wysokŃ aktywnoŜĺ metabolicznŃ oraz przygotowanie  

do peğnienia funkcji rozrodczych (Bachvarova i in., 1985). 

Dojrzewanie jŃdrowe oocytu polega natomiast na wznowieniu podziağu mejotycznego,  

kt·ry zostağ zatrzymany w profazie I na wczesnym etapie rozwoju ontogenetycznego. W jego 

przebiegu dochodzi do rozpadu otoczki jŃdrowej, redukcji liczby chromosom·w 

(haploidyzacji) oraz uwolnienia pierwszego ciağka kierunkowego. Fizjologicznym sygnağem 

inicjujŃcym wznowienie mejozy jest nagğy wzrost stňŨenia LH. W konsekwencji oocyt wchodzi 

w drugi podziağ mejotyczny, kt·ry zostaje zatrzymany na etapie metafazy II (MII). W takim 

stanie kom·rka jajowa jest uwalniana z pňkajŃcego pňcherzyka Graafa podczas owulacji. 

ZakoŒczenie mejozy nastňpuje dopiero w przypadku, gdy dojdzie do zapğodnienia  

(Sen i Caiazza, 2013). 

1.3.5.1. Mitochondria w kom·rce jajowej 

Mitochondria peğniŃ w kom·rce szereg funkcji, z kt·rych najwaŨniejszŃ jest zapewnienie 

energii w postaci ATP. Proces dojrzewania oocyt·w jest szczeg·lnie energochğonny i wiŃŨe siň 

ze znacznym zapotrzebowaniem na ten zwiŃzek. W trakcie dojrzewania oocytu dochodzi 

do gwağtownego wzrostu liczby kopii mitochondrialnego DNA (mtDNA). W pňcherzykach 

pierwotnych gryzoni obecnych jest okoğo 200 kopii mtDNA (Cao i in., 2007; Cree i in., 2008), 

podczas gdy dojrzağy oocyt moŨe zawieraĺ od okoğo 180 000 do nawet 500 000 kopii, 

w zaleŨnoŜci od gatunku (May Panloup i in., 2005; Santos et al, 2006).  

Mitochondria stanowiŃ centralne miejsce zachodzenia proces·w utleniania wňglowodan·w, 

lipid·w i biağek. Substraty te ulegajŃ przeksztağceniu do acetylo-CoA, kt·ry nastňpnie wchodzi 

w cykl kwasu cytrynowego (cykl Krebsa) zachodzŃcy w macierzy mitochondrialnej. 

Pirogronian, bňdŃcy koŒcowym produktem glikolizy, jest konwertowany do acetylo-CoA przez 

kompleks dehydrogenazy pirogronianowej, natomiast kwasy tğuszczowe podlegajŃ  

ɓ-oksydacji. Wybrane aminokwasy mogŃ byĺ natomiast przeksztağcane bezpoŜrednio  

w metabolity poŜrednie cyklu Krebsa.  

Wymienione procesy prowadzŃ do powstania zredukowanych nukleotyd·w: NADH i FADH , 

kt·re przekazujŃ elektrony do mitochondrialnego ğaŒcucha transportu elektron·w. Transport 

ten zachodzi poprzez kompleksy I-IV ğaŒcucha oddechowego zlokalizowane w wewnňtrznej 

bğonie mitochondrialnej. Przepğyw elektron·w przez kolejne kompleksy skutkuje 

pompowaniem proton·w (H ) do przestrzeni miňdzybğonowej, co skutkuje wytworzeniem 

potencjağu bğonowego mitochondrium (MMP, ang. mitochondrial membrane potential). 

Powstağy gradient protonowy stanowi siğň napňdowŃ dla kompleksu V (syntazy ATP), 

umoŨliwiajŃc syntezň ATP (Osellame i in., 2012). Proces ten, okreŜlany jako fosforylacja 

oksydacyjna, jest najbardziej wydajnym mechanizmem produkcji ATP w kom·rce.  

Oddychanie mitochondrialne, opr·cz wytwarzania energii, prowadzi r·wnieŨ do powstania 

produkt·w ubocznych, takich jak reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species). 

Ich nadmierna akumulacja moŨe prowadziĺ do stresu oksydacyjnego, skutkujŃcego 

uszkodzeniem biağek, lipid·w oraz mtDNA. PodwyŨszony poziom ROS w oocycie jest jednym 

z kluczowych czynnik·w obniŨonej pğodnoŜci, szczeg·lnie u kobiet w starszym wieku,  

u kt·rych obserwuje siň stopniowy spadek funkcji mitochondrialnych oraz wzrost stresu 

oksydacyjnego (Sasaki i in., 2019). Zwiňkszona produkcja ROS wiŃŨe siň r·wnieŨ z obniŨonym 

odsetkiem zapğodnieŒ oraz zmniejszonŃ przeŨywalnoŜciŃ zarodk·w (Bedaiwy i in., 2004). 
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1.3.5.2. Metabolizm kom·rki jajowej 

COCs wykorzystujŃ glukozň jako jedno z gğ·wnych Ŧr·değ energii. ZdolnoŜĺ samego oocytu 

do bezpoŜredniego metabolizmu glukozy jest jednak ograniczona, co wynika zar·wno z niskiej 

ekspresji transporter·w glukozy, jak i ze sğabej aktywnoŜci kluczowych enzym·w 

glikolitycznych, w tym fosfofruktokinazy (Cetica i in., 2002). Z tego wzglňdu istotnŃ rolň  

w dostarczaniu substrat·w energetycznych do oocytu peğniŃ otaczajŃce go kom·rki ziarniste, 

kt·re efektywnie metabolizujŃ glukozň do pirogronianu, mleczanu oraz NADPH. SpoŜr·d tych 

metabolit·w oocyt preferencyjnie wykorzystuje pirogronian jako bezpoŜrednie Ŧr·dğo energii 

(Wang i in., 2012). 

Wraz z postňpem dojrzewania COCs obserwuje siň istotny wzrost zuŨycia glukozy ï dojrzağe 

kompleksy zuŨywajŃ jej niemal dwukrotnie wiňcej niŨ niedojrzağe, co odzwierciedla rosnŃce 

zapotrzebowanie energetyczne podczas przygotowania oocytu do zapğodnienia (Sutton i in., 

2003; Richani i in. 2021). Co istotne, oocyt nie jest jedynie biernym odbiorcŃ substrat·w 

energetycznych, lecz aktywnie reguluje metabolizm kom·rek ziarnistych, wpğywajŃc 

na ekspresjň gen·w zwiŃzanych z glikolizŃ (Sugiura i in., 2005). Wykazano, Ũe usuniňcie 

oocyt·w z COCs prowadzi do spadku poziomu transkrypt·w kodujŃcych enzymy glikolityczne 

w kom·rkach wieŒca promienistego, natomiast ponowne wprowadzenie kom·rki jajowej 

odwraca ten efekt, co potwierdza istnienie Ŝcisğej, dwukierunkowej regulacji metabolicznej 

miňdzy oocytem a otaczajŃcymi go kom·rkami. 

Kwasy tğuszczowe stanowiŃ alternatywne, wysokoenergetyczne Ŧr·dğo energii dla oocytu, 

dostarczajŃc znacznie wiňcej ATP niŨ glukoza. WystňpujŃ one zar·wno w samym oocycie,  

jak i w kom·rkach wieŒca promienistego oraz innych kom·rkach pňcherzyka jajnikowego, 

a takŨe w pğynie pňcherzykowym (Bertevello i in., 2018). MogŃ byĺ obecne w postaci wolnych 

czŃsteczek w cytoplazmie lub magazynowane jako tr·jglicerydy w kroplach lipidowych.  

Ich metabolizm zachodzi gğ·wnie poprzez ɓ-oksydacjň, kt·ra odgrywa kluczowŃ rolň  

w prawidğowym dojrzewaniu oocytu (Dunning i in., 2010). Hamowanie tego procesu prowadzi 

do zmniejszenia liczby dojrzağych oocyt·w (Sanchez-Lazo i in., 2014) oraz op·Ŧnienia 

wznowienia mejozy (Downs i in., 2009). 

Nadmierna akumulacja lipid·w w oocycie moŨe skutkowaĺ lipotoksycznoŜciŃ, choĺ precyzyjne 

granice bezpiecznego poziomu lipid·w pozostajŃ nieokreŜlone. WystňpujŃ przy tym wyraŦne 

r·Ũnice miňdzygatunkowe w zawartoŜci kropli lipidowych ï oocyty myszy, szczura i czğowieka 

zawierajŃ ich znacznie mniej w por·wnaniu z oocytami ŜwiŒ, bydğa i owiec (McEvoy i in., 

2000; Arena i in., 2021). IstotnŃ rolň ochronnŃ w warunkach zwiňkszonej podaŨy kwas·w 

tğuszczowych peğniŃ kom·rki wieŒca promienistego, kt·re mogŃ kumulowaĺ nadmiar lipid·w, 

ograniczajŃc w ten spos·b ich potencjalnie szkodliwy wpğyw na oocyt (Aardema i in., 2013). 

1.3.5.3. Wpğyw stanu odŨywienia na metabolizm i jakoŜĺ oocytu 

Metabolizm oocytu pozostaje ŜciŜle powiŃzany z og·lnŃ kondycjŃ metabolicznŃ organizmu. 

Zaburzenia takie jak otyğoŜĺ lub niedoŨywienie mogŃ prowadziĺ do istotnych zmian w kom·rce 

jajowej, wpğywajŃc na jej jakoŜĺ, kompetencje rozwojowe oraz zdolnoŜĺ do zapğodnienia.  

Badania przeprowadzone na modelu mysim wykazağy, Ũe dieta wysokotğuszczowa i wynikajŃca 

z niej otyğoŜĺ wywierajŃ niekorzystny wpğyw na profil metaboliczny oocyt·w. 

Czterotygodniowe stosowanie diety wysokotğuszczowej prowadziğo do zwiňkszenia 

akumulacji lipid·w w obrňbie COCs, indukcji apoptozy kom·rek wieŒca promienistego oraz 
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kom·rek ziarnistych, a takŨe do obniŨenia MMP (Wu i in., 2010). WydğuŨenie czasu ekspozycji 

do szeŜciu tygodni skutkowağo dodatkowymi zaburzeniami funkcji mitochondrialnych 

w oocytach, w tym wzrostem poziomu ROS oraz obniŨeniem stňŨenia glutationu ï jednego 

z najwaŨniejszych antyoksydant·w kom·rkowych. Oocyty te wykazywağy r·wnieŨ obniŨony 

potencjağ rozwojowy, co przejawiağo siň mniejszŃ zdolnoŜciŃ do osiŃgniňcia stadium 

blastocysty po zapğodnieniu (Igosheva i in., 2010). 

Coraz wiňcej danych wskazuje takŨe, Ũe dieta wysokokaloryczna moŨe wywieraĺ dğugofalowy, 

w tym transgeneracyjny, wpğyw na metabolizm oocytu. Wykazano, Ũe spoŨywanie przez 

samice diety bogatej w tğuszcze i cukry w okresie poprzedzajŃcym ciŃŨň, w trakcie jej trwania 

oraz podczas laktacji prowadzi do zmniejszenia masy mitochondri·w oraz obniŨenia poziomu 

ATP w oocytach potomstwa, a efekt ten byğ obserwowany aŨ do pokolenia F3 (Andreas i in., 

2019). W interpretacji tych wynik·w naleŨy jednak uwzglňdniĺ definicje efekt·w 

miňdzypokoleniowych i transgeneracyjnych przedstawionych w rozdziale 1.2. 

W przeciwieŒstwie do stosunkowo dobrze poznanego wpğywu diety wysokotğuszczowej, 

konsekwencje niedoŨywienia i restrykcji kalorycznej dla metabolizmu oocytu pozostajŃ mniej 

jednoznaczne. Dotychczasowe wyniki badaŒ sugerujŃ, Ũe umiarkowana restrykcja kaloryczna 

moŨe chroniĺ oocyty przed zmianami zwiŃzanymi z procesem starzenia, takimi jak 

nieprawidğowa agregacja mitochondri·w czy obniŨony poziom ATP (Selesniemi i in., 2011).  

Z kolei analizy przeprowadzone na COCs pozyskanych od kobiet z niedowagŃ wykazağy 

obecnoŜĺ nieprawidğowoŜci morfologicznych mitochondri·w w kom·rkach wieŒca 

promienistego, przy braku istotnych zmian w liczbie mtDNA oraz w potencjale bğony 

mitochondrialnej (Ji i in., 2024). Wyniki te wskazujŃ, Ũe wpğyw niedoŨywienia na metabolizm 

oocytu moŨe byĺ bardziej subtelny i zaleŨny od czasu trwania oraz stopnia deficytu 

energetycznego. 

  



36 

 

2. Cel pracy 

Wczesne etapy Ũycia, w szczeg·lnoŜci okres embriogenezy i wczesny okres postnatalny,  

to czas intensywnego wzrostu organizmu oraz dynamicznego rozwoju i dojrzewania narzŃd·w 

i tkanek. Zar·wno niedob·r, jak i nadmiar skğadnik·w odŨywczych w tych krytycznych 

okresach wraŨliwoŜci mogŃ trwale modyfikowaĺ rozwijajŃce siň struktury, zwiňkszajŃc ryzyko 

chor·b ï zwğaszcza metabolicznych ï a skutki tych oddziağywaŒ mogŃ byĺ przekazywane 

kolejnym pokoleniom, ksztağtujŃc ich podatnoŜĺ na choroby cywilizacyjne. R·wnowaga 

energetyczna jest r·wnieŨ kluczowym warunkiem prawidğowego funkcjonowania ukğadu 

rozrodczego, kt·rego centralnym elementem regulacyjnym jest oŜ HPG, wraŨliwa na sygnağy 

metaboliczne, napğywajŃce z innych ukğad·w organizmu, w tym na hormony syntetyzowane 

przez tkankň tğuszczowŃ. Pomimo rosnŃcej liczby badaŒ, wpğyw niedobor·w lub nadmiaru 

energii we wczesnych etapach Ũycia na dğugofalowe programowanie funkcji rozrodczych, 

realizowane przez oŜ HPG, pozostaje nadal niewystarczajŃco poznany. 

W Ŝwietle danych dostňpnych w literaturze naukowej postawiono nastňpujŃcŃ hipotezň:  

 

Stres Ũywieniowy doŜwiadczony w okresie laktacji ï stanowiŃcym krytyczne 

postnatalne okno programowania rozwoju potomstwa ï jest istotnym bodŦcem 

programujŃcym, kt·ry poprzez zmiany Ŝrodowiska metabolicznego  

i hormonalnego we wczesnym etapie Ũycia moŨe zaburzaĺ dojrzewanie osi HPG 

oraz wpğywaĺ na potencjağ rozrodczy potomstwa, r·wnieŨ w kolejnych 

pokoleniach. 

 

Celem niniejszej pracy byğa ocena wpğywu przejŜciowego stresu Ũywieniowego w okresie 

postnatalnym, wynikajŃcego z ograniczonej podaŨy energii, skğadnik·w odŨywczych oraz 

substancji bioaktywnych w mleku matki (pokolenie F0), na funkcjonowanie osi HPG  

u potomstwa pğci ŨeŒskiej, z uwzglňdnieniem bezpoŜrednich efekt·w w pokoleniu F1 oraz 

potencjalnych dğugofalowych konsekwencji w kolejnym pokoleniu (F2), kt·re nie byğo 

bezpoŜrednio naraŨone na niedoŨywienie. 

 

Cele szczeg·ğowe obejmowağy:  

1. Ocenň fenotypu rozrodczego samic z pokoleŒ F1 i F2. 

2. Ocenň zmian morfologicznych oraz profilu transkryptomicznego gonad samic z pokoleŒ F1 

i F2. 

3. Analizň statusu metabolicznego kom·rek jajowych samic z pokoleŒ F1 i F2. 

4. Analizň zmian w ekspresji gen·w i biağek zwiŃzanych z funkcjŃ ukğadu kisspeptynowego 

w podwzg·rzu oraz ocenň odpowiedzi neuron·w na sygnağy metaboliczne u samic 

z pokolenia F1. 
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3. Materiağy i metody 

3.1. Podstawowe zwiŃzki chemiczne, roztwory, zestawy odczynnik·w, 

materiağy i aparatura 

Tabela 3.1. Podstawowe zwiŃzki chemiczne i odczynniki 

ZwiŃzek chemiczny / odczynnik Producent 

4',6-diamidyno-2-fenyloindol (DAPI) Sigma Aldrich, USA 

Aceton Avantor Performance Materials, Polska 

Agaroza EURX Molecular Biology Products, Polska 

Agaroza o niskiej temp. topnienia Serva, Niemcy 

Alkohol etylowy bezwodny 99,8% Avantor Performance Materials, Polska 

Azydek sodu Avantor Performance Materials, Polska 

BIO-GEL P-60 Bio-Rad, USA 

Celuloza CF-11 Cytiva, USA 

Chloramina T Sigma Aldrich, USA 

Chlorek potasu (KCl) Avantor Performance Materials, Polska 

Chlorek sodu (NaCl) Avantor Performance Materials, Polska 

Difosforan sodu (Na2HPO4) Avantor Performance Materials, Polska 

Diwodorofosforan potasu (KH2PO4) Avantor Performance Materials, Polska 

Dodecylosiarczan sodu (SDS) Stanlab, Polska 

Glicerol Sigma Aldrich, USA 

Glikol etylenowy Sigma Aldrich, USA 

Izopentan Fluka Chemicals, Szwajcaria 

Jod 125J Perkin Elmer, USA 

Kwas acetylosalicylowy Merck Millipore, USA 

Medium montaŨowe DPX (ang. Distrene 

Plasticiser Xylene) 
Merck Millipore, USA 

Medium OCT (ang. Optimal Cutting 

Temperature) 
Bio-optica, Wğochy 

Nadtlenek wodoru Avantor Performance Materials, Polska 

NDS (ang. normal donkey serum) Jackson ImmunoResearch Labs, USA 

NGS (ang. normal goat serum) Merck Millipore, USA 
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Paraformaldehyd Avantor Performance Materials, Polska 

Pirogronian sodu Thermo Fisher Scientific, USA 

Pirosiarczyn sodowy Sigma Aldrich, USA 

Polietyloglikol (PEG) Sigma Aldrich, USA 

Resin Bio-Rad, USA 

Sacharoza Avantor Performance Materials, Polska 

Substytut ksylenu ParaLast Leica, Niemcy 

Triton X-100 Sigma Aldrich, USA 

Trizma Base Sigma Aldrich, USA 

Tween-20 Sigma Aldrich, USA 

Wersenian dwusodowy (EDTA) Sigma Aldrich, USA 

Wodorowňglan sodu (NaHCO3) Avantor Performance Materials, Polska 

Tabela 3.2 Podstawowe roztwory 

Roztw·r Skğad 

S·l fizjologiczna buforowana fosforanami (PBS) 

pH 7,4 

137 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

10 mM Na2HPO4 

1,8 mM KH2PO4 

ddH2O 

4% roztw·r paraformaldehydu 

pH 6,9 

Paraformaldehyd ï substancja 

stağa 

PBS pH 7,4 

30% roztw·r sacharozy Sacharoza ï substancja stağa 

PBS pH 7,4 

PBST 
PBS pH 7,4 

0,2% Triton X-100 

TBS 

pH 7,45 

50 mM Trizma Base 

150 mM NaCl 

TBST 

50 mM Trizma Base 

150 mM NaCl 

0,1% Tween-20 

Roztw·r do krioprotekcji tkanek 

50% PBS 

30% glicerol 

30% glikol etylenowy 
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Stabilizator do krwi 

pH 7,4 

0,3 M EDTA 

1% kwas acetylosalicynowy 

ddH2O 

Roztw·r do trawienia tkanki 

50 mM Trizma Base 

25 mM EDTA 

100 mM NaCl 

1% SDS 

0,02% azydek sodu 

Tabela 3.3 Gotowe zestawy odczynnik·w 

Zestaw Nr kat . Zastosowanie Producent 

Androstendione ELISA 

kit 
E03A0878 

Oznaczenie 

poziomu 

androstendionu  

w osoczu 

BlueGene Biotech, 

Chiny 

Leptin ELISA Kit EM0129 

Oznaczenie 

poziomu leptyny  

w osoczu 

Fine Test Biotech, Chiny 

Mouse Progesterone 

ELISA Kit 
80559 

Oznaczenie 

poziomu 

progesteronu  

w osoczu 

Crystal Chem, USA 

Zestaw do oznaczenia 

poziomu LH metodŃ 

radioimmunologicznŃ 

- 

Oznaczenie 

poziomu LH  

w osoczu 

Zestaw dostarczony 

przez Dr A. F. Parlow 

[Scientific Director, 

NATIONAL 

HORMONE & 

PEPTIDE PROGRAM, 

HARBOR-UCLA 

MEDICAL CENTER, 

1124 W. CARSTON 

ST., TORRANCE, CA, 

USA] 

QIAampÈ DNA Mini 

Kit  
51306 

Izolacja 

cağkowitego DNA 
QIAGEN, Niemcy 

RNeasyÈ Mini Kit  74106 
Izolacja 

cağkowitego RNA 
QIAGEN, Niemcy 

Agilent RNA 6000 Nano 5067-1511 
Ocena jakoŜci 

RNA 

Agilent Technologies, 

USA 

TaqManÊ RNAïto Ct1-

Step Kit 
4392653 RT-qPCR 

Thermo Fisher 

Scientific, USA 

KAPA2G Fast HotStart KK5510 Genotypowanie Roche, Szwajcaria 

KAPA PROBE FAST KK40702 Genotypowanie Roche, Szwajcaria 

ARCTURUSÈ PicoPure 

DNA Extraction Kit 
KIT0103 

Izolacja DNA  

z kom·rek 

jajowych 

Thermo Fisher 

Scientific, USA 
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QuantStudio 3DÊ 

Digital PCR 20K Chip 

Kit v2. 

A26316 

Oznaczenie liczby 

kopii mtDNA 

w pojedynczym 

oocycie 

Thermo Fisher 

Scientific, USA 

Hematoxylin and Eosin 

Stain Kit 
ab245880 Barwienie tkanki Abcam, Wielka Brytania 

ProLongÊ Gold 

Antifade Mountant 
P10144 Zaklejanie szkieğek 

Thermo Fisher 

Scientific, USA 

RNAScopeÊ Multiplex 

Fluorescent Kit V2 
323100 

Hybrydyzacja 

in situ 
ACD Bio, USA 

OpalÊ 520 Reagent 

Pack 
FP1487001KT 

Hybrydyzacja 

in situ 

AKOYA Biosciences, 

USA 

OpalÊ 570 Reagent 

Pack 
FP1488001KT 

Hybrydyzacja 

in situ 

AKOYA Biosciences, 

USA 

OpalÊ 650 Reagen Pack FP1496001KT 
Hybrydyzacja 

in situ 

AKOYA Biosciences, 

USA 

CellTiter-GloÈ 

Luminescent Cell 

Viability Assay 

G7570 

OkreŜlenie 

poziomu ATP 

produkowanego 

przez oocyty 

Promega, USA 

BODIPYÊ 493/503 D3922 

Ocena poziomu 

lipid·w 

neutralnych 

w oocytach 

Thermo Fisher 

Scientific, USA 

CellROXÊ Orange 

Reagent 
C10443 

Ocena poziomu 

stresu 

oksydacyjnego 

w oocytach 

Thermo Fisher 

Scientific, USA 

JC-1 Dye T3168 

Ocena potencjağu 

bğony 

mitochondrialnej 

oocyt·w 

Thermo Fisher 

Scientific, USA 
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Tabela 3.4 Leki i hormony 

Nazwa handlowa Producent Dawka Substancja aktywna 

Iso-Vet 
Chanelle 

Pharma, Irlandia 

3-4% - indukcja 

1-2% - 

podtrzymanie 

Izofluran 

Ketamina 
Biowet Puğawy, 

Polska 

100-230 mg/kg 

masy ciağa 
Ketamina 

XylapanÈ 
Vetoquinol, 

Polska 

10-16 mg/kg masy 

ciağa 
Ksylazyna 

PMSG-IntervetÈ 
MSD Animal 

Health, Polska 
7.5 UI 

Gonadotropina z surowicy 

ciňŨarnych klaczy 

CHORULONÈ 
MSD Animal 

Health, Polska 
10 IU 

Gonadotropina 

kosm·wkowa 

HyperOVAÈ 
Cosmo Bio, 

USA 
100 ÕL 

Gonadotropina 

kosm·wkowa; 

Surowica zawierajŃca 

przeciwciağa przeciwko 

inhibinie 

Recombinant 

murine leptin 
PeProTech 

100 ng/mL ï 

eksperyment in 

vitro 

Leptyna 

Tabela 3.5 Podstawowe materiağy zuŨywalne 

Materiağ Producent 

Szkieğka podstawowe X-tra Adhesive Leica, Niemcy 

Szkieğka nakrywkowe Equimed, Polska 

Pğytki 12-doğkowe Eppendorf, Niemcy 

Pğytki 4-doğkowe Thermo Fisher Scientific, USA 

Pğytki 384-doğkowe Thermo Fisher Scientific, USA 

Narzňdzia chirurgiczne Fine Science Tools, USA 

Tabela 3.6 Aparatura badawcza 

UrzŃdzenie Producent 

Agilent Bioanalyzer 2100 Agilent Technologies, USA 

ChemiDocÊ Touch Imaging System BIO-RAD, USA 

Czytnik pğytek ELISA Biotek, USA 

Licznik promieniowania gamma  

Wizard 2470 
Perkin Elmer, USA 
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Homogenizator Fast Prep-24Ê MP Biomedicals, USA 

Kriostat CM1950 Leica, Niemcy 

Mikroskop fluorescencyjny  

Axio Observer Z1 
Carl-Zeiss, Niemcy 

Mikroskop konfokalny LSM800 Carl-Zeiss, Niemcy 

Mikroskop Olympus BX43 Olympus, Japonia 

Minispec LF90II Bruker, USA 

MyGloÊ Reagent Reader Promega, USA 

Piec do hybrydyzacji in situ HybEZÊ II ACD Bio, USA 

ProFlexÊ PCR System 
Applied Biosystems, Thermo Fisher 

Scientific, USA 

QuantStudioÊ 3D Digital PCR Chip Loader Thermo Fisher Scientific, USA 

Skaner histologiczny Pannoramic MIDI  3DHISTECH Kft., Wňgry 

Spektrofotometr NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific, USA 

ViiAÊ 7 PCR  

System 

Applied Biosystems, Thermo Fisher 

Scientific, USA 

Wibratom VT1200 Leica, Niemcy 

3.2. Warunki utrzymania zwierzŃt i opis modelu doŜwiadczalnego  

3.2.1. Warunki hod owlane 

Wszystkie opisane doŜwiadczenia wykonane zostağy zgodnie z procedurami, na kt·re zgodň 

wydağa Lokalna Komisja Etyczna ds. doŜwiadczeŒ na zwierzňtach w Olsztynie, we wnioskach: 

¶ ĂProgramowanie Ũywieniowe podczas laktacji: identyfikacja szlak·w molekularnych 

warunkujŃcych prawidğowe funkcjonowanie osi podwzg·rze-przysadka-gonady 

i rozw·j gonadò ï 83/2019 z uchwalonymi zmianami.  

¶ ĂProgramowanie Ũywieniowe podczas okresu laktacji ï droga do zaburzeŒ pğodnoŜci 

u kolejnych pokoleŒ?ò ï 39/2023 z uchwalonymi zmianami. 

Zwierzňta przebywağy w standardowych warunkach hodowlanych w Zwierzňtarni Instytutu 

Rozrodu ZwierzŃt i BadaŒ ŧywnoŜci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie.  

Przed rozpoczňciem eksperymentu Ũywieniowego utrzymywane byğy w klatkach bytowych 

(maksymalnie 5 osobnik·w/klatkň). Myszy miağy nieograniczony dostňp do poŨywienia i wody 

oraz zapewniono im odpowiednie warunki bytowania: temperaturň (21-23ÁC), wilgotnoŜĺ 

powietrza (50-60%), 12-godziny cykl dobowy oraz wzbogacone Ŝrodowisko.  

Zwierzňtarnia Instytutu Rozrodu ZwierzŃt i BadaŒ ŧywnoŜci Polskiej Akademii Nauk 

w Olsztynie speğnia standardy utrzymania zwierzŃt oraz prowadzenia doŜwiadczeŒ okreŜlone 

w Dyrektywie Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/EU z dnia 22 wrzeŜnia 2010 roku 

(tekst skonsolidowany, z p·ŦŒ. zm.) w sprawie ochrony zwierzŃt wykorzystywanych do cel·w 
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naukowych oraz zgodne z przepisami krajowymi: ustawŃ z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie 

zwierzŃt wykorzystywanych do cel·w naukowych lub edukacyjnych (Dz.U. 2015 poz. 266, 

z p·Ŧn. zm.).  

3.2.2. Zwierzňta typu dzikiego 

W niniejszej pracy badania przeprowadzono na modelu myszy domowej (Mus musculus). 

Zwierzňta szczepu dzikiego C57BL/6J pozyskano z hodowli w Centrum Medycyny 

DoŜwiadczalnej Akademii Medycznej w Biağymstoku, po czym hodowano je w Zwierzňtarni 

Instytutu Rozrodu ZwierzŃt i BadaŒ ŧywnoŜci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie, w celu 

wygenerowania kolejnych pokoleŒ myszy stosowanych w doŜwiadczeniach. W badaniach 

wykorzystano samice szczepu dzikiego C57BL/6J w wieku 21 dni oraz dorosğe samice 

w przedziale wiekowym 2-3 miesiňcy. 

3.2.3. Zwierzňta transgeniczne 

W doŜwiadczeniach zastosowano r·wnieŨ dwie linie myszy transgenicznych dostarczonych 

przez The Jackson Laboratory (USA). U pierwszej z nich (033169; B6(129S4)-

Kiss1tm1.1(cre/EGFP)Rpa/J) w kom·rkach wykazujŃcych ekspresjň genu Kiss1 eksprymowana jest 

rekombinaza Cre sprzňŨona z genem reporterowym GFP (Padilla i in., 2018). Sekwencjň 

Cre:GFP, kodujŃcŃ biağko fuzyjne, wprowadzono w miejsce regionu kodujŃcego pierwszy 

ekson genu Kiss1. Druga z linii transgenicznych (007914; B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-

tdTomato)Hze/J), tzw. linia reporterowa, posiada kasetň STOP oflankowanŃ sekwencjami loxP 

(ang. locus of X-over P1), kt·re tworzŃ barierň dla transkrypcji genu kodujŃcego biağko 

fluorescencyjne tdTomato pod kontrolŃ promotora CAG. Wymienione sekwencje wstawiono 

w locus Gt(ROSA)26Sor (Madisen i in., 2010). Biağko Cre, po zwiŃzaniu z fragmentami loxP, 

katalizuje rekombinacjň DNA pomiňdzy tymi fragmentami. Odpowiednie zorientowanie 

fragment·w loxP (5ô-3ô) wzglňdem siebie skutkuje wyciňciem sekwencji znajdujŃcej siň 

miňdzy nimi. W wyniku krzyŨowania myszy linii 033169 i 007914 usuniňto kodon STOP 

poprzedzajŃcy sekwencjň kodujŃcŃ biağko tdTomato, co pozwoliğo uzyskaĺ potomstwo 

z ekspresjŃ tego biağka fluorescencyjnego w neuronach kisspeptynowych (Ryc. 3.1). 

Na potrzeby niniejszej pracy myszy te okreŜlono mianem KissCreROSA26. Zwierzňta posğuŨyğy 

do wizualizacji neuron·w kisspeptynowych podwzg·rza. M·zgowie od myszy KissCreROSA26 

pobierano w 8 i 21 dniu Ũycia oraz od dorosğych samic po osiŃgniňciu peğnej dojrzağoŜci 

pğciowej.  
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Ryc. 3.1 Protok·ğ kojarzenia myszy w celu uzyskania osobnik·w z ekspresjŃ biağka fluorescencyjnego tdTomato 

w neuronach kisspeptynowych. Myszy transgeniczne, u kt·rych rekombinaza Cre eksprymowana jest w neuronach 

produkujŃcych kisspeptynň, skrzyŨowano ze szczepem reporterowym zawierajŃcym sekwencjň kodujŃcŃ biağko 

tdTomato, poprzedzonŃ kasetŃ STOP oflankowanŃ sekwencjami loxP. W wyniku rekombinacji zaleŨnej od Cre 

dochodzi do usuniňcia kasety STOP, co umoŨliwia ekspresjň tdTomato specyficznie w neuronach 

kisspeptynowych. Schemat przygotowano z wykorzystaniem narzňdzia BioRender.com. 

3.2.4. Protok·ğ Ũywieniowy i kojarzenie myszy 

Samice pokolenia F0 w wieku okoğo 2 miesiňcy kojarzono z dojrzağymi pğciowo samcami. 

Skuteczne krycie potwierdzano na podstawie obecnoŜci Ŝluzowego czopa w pochwie, po czym 

samce przenoszono do oddzielnych klatek. Podczas ciŃŨy samice miağy nieograniczony dostňp 

do poŨywienia (karma 5LJ5 PicoLab, LabDiet, USA). W dniu narodzin (PND0, ang. postnatal 

day 0) liczebnoŜĺ miot·w standaryzowano do 8 mğodych. W drugim dniu po porodzie samice 

wraz z potomstwem (pokolenie F1) losowo przydzielano do dw·ch grup: 1) kontrolnej (CON), 

w kt·rej matki karmione byğy ad libitum w okresie laktacji, oraz 2) niedoŨywionej (LUN, ang. 

lactation undernutrition), w kt·rej samice otrzymywağy 50% dziennej porcji karmy spoŨywanej 

przez samice kontrolne. Mğode odsadzano od matek w 21 dniu Ũycia (PND21, ang. postnatal 

day 21), po czym miağy nieograniczony dostňp do standardowej karmy laboratoryjnej 

(5053 PicoLab, LabDiet, USA). Samice (ǀ) i samce (ǁ) pokolenia F1 w wieku okoğo  

2 miesiňcy kojarzono w nastňpujŃcych kombinacjach: CONǀ x CONǁ (CC); LUNǀ x CONǁ 

(LC) oraz LUNǀ x LUNǁ (LL) , w celu uzyskania pokolenia F2. Samice F1 podczas laktacji 

oraz potomstwo F2 po odsadzeniu karmiono ad libitum. Protok·ğ Ũywieniowy i kojarzenia 

myszy przedstawiano odpowiednio na rycinach 3.2 i 3.3. 
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Ryc. 3.2 Protok·ğ Ũywieniowy. Samice z grupy kontrolnej (F0 CON) byğy karmione ad libitum przez cağy okres 

laktacji. W grupie niedoŨywionej (F0 LUN) samice otrzymywağy 50% dziennej porcji karmy spoŨywanej przez 

samice z grupy CON. Po odstawieniu od matki w 21 dniu Ũycia (PND21, ang. postnatal day 21) potomstwo (F1) 

miağo nieograniczony dostňp do poŨywienia. Schemat przygotowano z wykorzystaniem narzňdzia 

BioRender.com. 

 

Ryc. 3.3 Schemat kojarzenia myszy. Samice i samce pokolenia F1, wywodzŃce siň z grupy CON i LUN, byğy 

ğŃczone w pary by uzyskaĺ potomstwo F2, kt·re nie byğo naraŨone na stres Ũywieniowy. Wykorzystano 

trzy kombinacje podczas krzyŨowaŒ: CONǀ Ĭ CONǁ, LUNǀ Ĭ CONǁ oraz LUNǀ Ĭ LUNǁ, co pozwoliğo 

wyodrňbniĺ trzy grupy eksperymentalne dla pokolenia F2: CC, LC oraz LL. Schemat przygotowano 

z wykorzystaniem narzňdzia BioRender.com. 
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3.3. Obserwacje przyŨyciowe 

3.3.1. Ocena masy i skğadu ciağa 

Od dnia odsadzenia aŨ do ukoŒczenia 10 tygodnia Ũycia samice co tydzieŒ waŨono na wadze 

laboratoryjnej, a skğad ciağa, na trzech r·Ũnych etapach rozwoju pğciowego, analizowano  

za pomocŃ magnetycznego rezonansu jŃdrowego (Minispec LF90II). 

3.3.2. Ocena dojrzağoŜci pğciowej oraz cyklu rujowego 

Od 23 dnia Ũycia u samic pokoleŒ F1 i F2 prowadzono obserwacje w celu okreŜlenia momentu 

osiŃgniňcia dojrzağoŜci pğciowej. Po otwarciu dr·g rodnych codziennie pobierano wymazy 

z pochwy w celu identyfikacji fazy cyklu rujowego. Do pobrania materiağu uŨywano tňpo 

zakoŒczonej koŒc·wki pipety, kt·rŃ umieszczano w ujŜciu pochwy i kilkakrotnie 

przepğukiwano roztworem PBS. Wymaz nanoszono na szkieğko podstawowe i oceniano pod 

mikroskopem Olympus BX43 wyposaŨonym w kamerň XC50 przy powiňkszeniu 10x. Faza 

cyklu byğa oceniana na podstawie zagňszczenia i rozmieszczenia trzech typ·w kom·rek 

obecnych w preparatach cytologicznych.  

 

Ryc. 3.4 Obrazy preparat·w cytologicznych myszy bňdŃcych w poszczeg·lnych fazach cyklu rujowego: diestrus 

(dominacja leukocyt·w), proestrus (kom·rki nabğonkowe z jŃdrami), estrus (rogowaciejŃce kom·rki pozbawione 

jŃder) oraz metestrus (mieszana populacja leukocyt·w i kom·rek nabğonkowych). Objektyw 10x. 
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3.3.3. Ocena potencjağu rozrodczego samic  

Samice pokoleŒ F1 i F2 w wieku okoğo 3 miesiňcy ğŃczono w pary z samcami z grup CON i CC 

na okres 20 tygodni. Samice pokolenia F1 byğy parowane w nastňpujŃcych kombinacjach: 

CONǀ x CONǁ oraz LUNǀ x CONǁ, natomiast samice z pokolenia F2 w kombinacjach: 

CCǀ x CCǁ oraz LLǀ x CCǁ. W trakcie trwania eksperymentu rejestrowano liczbň miot·w 

urodzonych przez kaŨdŃ samicň oraz liczbň mğodych w kaŨdym miocie.  

3.4. Pobieranie i przygotowanie tkanek do dalszych analiz 

Tkanki od samic myszy szczepu C57BL/6J (typ dziki) pobierano na r·Ũnych etapach rozwoju 

postnatalnego, tj. w dniu odstawienia od matki (PND21) oraz na dw·ch etapach rozwoju 

pğciowego. Pierwszy z nich okreŜlono jako dzieŒ wystŃpienia fazy diestrus bezpoŜrednio 

po pierwszej fazie estrus, w kt·rej powinna zachodziĺ owulacja. Z uwagi na brak 

jednoznacznego odpowiednika tego okresu w polskiej nomenklaturze, etap ten nazwano 

okoğopokwitaniowym ï odnoszŃcym siň do okresu, w kt·rym dochodzi do aktywacji osi 

rozrodczej. Drugi etap ustalono jako dzieŒ, w kt·rym zarejestrowano fazň diestrus  

po co najmniej siedmiu regularnych cyklach rujowych, i zdefiniowano go jako czas osiŃgniňcia 

peğnej dojrzağoŜci pğciowej (osiŃgniňcie dojrzağoŜci pğciowej i ustabilizowanie cyklu).  

Tkanki od myszy KissCreROSA26, a dokğadniej m·zgowie, pobierano w 8 i 21 dniu Ũycia  

oraz po osiŃgnieciu peğnej dojrzağoŜci pğciowej. 

3.4.1. Pobieranie krwi 

Krew pobierano z serca, igğŃ o rozmiarze 23G, przy uŨyciu strzykawki 1 ml, po wprowadzeniu 

zwierzňcia w stan znieczulenia za pomocŃ anestetyku wziewnego - izofluranu. Wkğucie 

przeprowadzono tuŨ powyŨej przepony. PobranŃ krew umieszczano w prob·wce z tzw. 

stabilizatorem (skğad opisano w tabeli 3.2), a nastňpnie wirowano przez 10 minut z prňdkoŜciŃ 

2500 RCF w temp. 4ÁC. Zebrane osocze przechowywano w temp. -20ÜC do momentu 

wykonania oznaczeŒ poziomu hormon·w. 

3.4.2. Pobieranie narzŃd·w przeznaczonych do izolacji kwas·w nukleinowych  

Po pobraniu krwi niezwğocznie dokonywano dyslokacji odcinka szyjnego zwierzňcia. 

Rozcinano powğoki ciağa, a nastňpnie preparowano narzŃdy, w tym jajniki oraz podwzg·rze. 

NarzŃdy umieszczano w prob·wkach, zamraŨano w ciekğym azocie i przechowywano w temp. 

-80ÜC.  

3.4.3. Pobieranie narzŃd·w przeznaczonych do analiz immunohistochemicznych  

Jajniki przeznaczone do analiz immunohistochemicznych umieszczano w 4% roztworze 

paraformaldehydu, a po 24 godzinach przenoszono do 30% roztworu sacharozy. Po opadniňciu 

na dno pojemnika tkankň osuszano z sacharozy za pomocŃ chusteczek bezpyğowych (Kimberly-

Clark Professional, USA), a nastňpnie zanurzano w medium OCT, kt·rym wypeğnione byğy 

plastikowe foremki (Thermo Fisher Scientific, USA). Dno foremki zanurzano delikatnie 

w izopentanie schğodzonym uprzednio w ciekğym azocie. Po przyjňciu przez OCT formy stağej, 

foremki umieszczano na suchym lodzie, a nastňpnie przechowywano w temp. -80ÜC do czasu 

przygotowania preparat·w do analiz immunohistochemicznych.  
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3.4.4. Krojenie tkanek 

Bloczki z zatopionymi jajnikami montowano na gğowicy kriostatu i ciňto na 7 Õm skrawki.  

Co piŃty skrawek umieszczano na szkieğku podstawowym. Przygotowane preparaty 

przechowywano w temp. -20ÜC do czasu dalszych analiz. 

3.4.5. Perfuzja  

Po anestezji zwierzňcia ketaminŃ i ksylazynŃ uwidaczniano serce, by w lewej komorze 

umieŜciĺ tňpo zakoŒczonŃ igğň, a nastňpnie przecinano prawy przedsionek. Za pomocŃ 

roztworu PBS z krwiobiegu wypğukiwano krew, po czym, w celu utrwalenia tkanek, 

wprowadzano 4% roztw·r paraformaldehydu. Po zakoŒczeniu perfuzji preparowano m·zg 

i umieszczano na noc w 4% roztworze paraformaldehydu. 

3.4.6. Przygotowanie i przechowywanie skrawk·w m·zgowych 

W celu odwodnienia tkanki utrwalony m·zg umieszczano w 30% roztworze sacharozy 

i pozostawiano aŨ do opadniňcia tkanki na dno pojemnika. W nastňpnym kroku m·zg ciňto 

na 30 Õm skrawki za pomocŃ kriostatu. Tak przygotowanŃ tkankň przechowywano w roztworze 

do krioprotekcji tkanek na 12-doğkowej pğytce w temp. -20ÁC. 

3.5. Oznaczenie stňŨenia hormon·w  

Leptyna, androstendion, progesteron 

Poziom leptyny, androstendionu i progesteronu oznaczano w osoczu krwi metodŃ ELISA. 

Oznaczenia wykonano zgodnie z instrukcjami doğŃczonymi przez producent·w zestaw·w 

wymienionych w tabeli 3.3.  

LH 

StňŨenie LH w osoczu myszy oznaczono metodŃ radioimmunologicznŃ (RIA). W tym celu 

wykorzystano zestaw RIA dostarczony przez Dr A. F. Parlowa (tabela 3.3). W pierwszym 

etapie pomiaru jodowano antygen LH-I-8 (AFP-12066B) z zastosowaniem chloraminy T. 

Proces obejmowağ inkubacjň roztworu antygenu z radioaktywnym jodem 125J oraz chloraminŃ 

przez okoğo 30 s, a nastňpnie zatrzymanie reakcji pirosiarczynem sodowym. Otrzymany  
125J-LH przepuszczano przez kolumnň wypeğnionŃ Ũelem BIO-GEL P-60. Do oznaczeŒ 

wykorzystano radioaktywnŃ frakcjň. Izotop oczyszczono dodatkowo na kolumnie z celulozŃ 

CF-11. RadioaktywnŃ frakcjň zabezpieczono i przechowywano w temp. 4ÁC by wykorzystaĺ jŃ 

w kolejnym etapie pomiaru LH. 

W dniu oznaczeŒ przygotowywano krzywŃ standardowŃ LH (0,39 ng/mL ï 200 ng/mL), 

rozcieŒczajŃc roztw·r macierzysty (AFP-5306A) w buforze 0,01 M PBS zawierajŃcym 0,1% 

Ũelatyny (PBS-gel).  

W czasie pomiaru poziomu LH do prob·wek reakcyjnych dodawano kolejno: PBS-gel (20 ÕL) 

i pr·by badane (20 ÕL), bŃdŦ poszczeg·lne punkty krzywej standardowej (20 ÕL) i osocze 

blankowe pozbawione hormon·w (20 ÕL). Do kaŨdej prob·wki dodawano 200 ÕL przeciwciağa 

I-rzňdowego (AFP-240580). Inkubacjň prowadzono w RT przez noc. Nastňpnego dnia 

dodawano 100 ÕL 125J-LH o aktywnoŜci 15000 cpm, a po kolejnej inkubacji (24 godziny) 

przeciwciağo II-rzňdowe (owcze anty-kr·licze IgG) w objňtoŜci 200 ÕL. Aby wytrŃciĺ 

kompleksy immunologiczne, po 30 minutach w temp. 4ÁC do kaŨdej prob·wki dodawano 1 mL 

polietylenoglikolu (PEG, 6%). Inkubowano 1 godzinň w temp. 4ÁC po czym wirowano 
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(30 minut, 3000 RCF, 4ÁC). Po odrzuceniu supernatantu, osad zawierajŃcy kompleksy antygen-

przeciwciağo umieszczano na 1 minutň w liczniku promieniowania gamma Wizard 2470. 

17-ɓ-estradiol 

Oznaczenia poziomu E2 wykonano we wsp·ğpracy z prof. Susanne E. Ulbrich z ETH Zurych. 

W tym celu wykorzystano metodň ELISA zgodnie z wczeŜniej opisanym protokoğem (Meyer 

i in., 1990), z drobnymi modyfikacjami. Przeciwciağo E2/2 Pool1 oraz znacznik 17ɓ-estradiol-

6-karboksymetyloksym peroksydaza chrzanowa (E2-6-CMO-HRP) zostağy udostňpnione przez 

zesp·ğ Physiology Weihenstephan, Technische Universitªt M¿nchen, Niemcy.  

W pierwszym etapie E2 ekstrahowano metodŃ ciecz-ciecz. W tym celu do 225 Õl mysiego 

osocza dodawano 3 mL eteru metylo-tert-butylowego (MTBE) i wytrzŃsano przez 2 godziny 

w RT. W przypadku czterech pr·b (2 z grupy LUN oraz 2 z grupy CC), z powodu ograniczonej 

iloŜci materiağu, uŨyto mniejszŃ objňtoŜĺ. Warto jednak zaznaczyĺ, Ũe do ekstrakcji nie 

stosowano minimalnej objňtoŜci pr·bki. Dobierano jŃ tak, aby koŒcowy ekstrakt zachowağ 

wyjŜciowŃ objňtoŜĺ lub byğ lekko skoncentrowany, co jest szczeg·lnie istotne przy niskich 

stňŨeniach E2, obserwowanych przed osiŃgniňciem dojrzağoŜci pğciowej. W przypadku pr·bek 

o ograniczonej objňtoŜci zastosowano korektň o wsp·ğczynnik rozcieŒczenia.  

W kolejnym etapie pr·bki schğadzano przez co najmniej 1 godzinň w temp. -60ÁC.  

Po zakoŒczeniu inkubacji, supernatant przenoszono do ŜwieŨych szklanych fiolek 

i odparowywano za pomocŃ urzŃdzenia Genevac EZ-2 (StepBio, Wğochy). Osad ponownie 

zawieszano w 225 Õl buforu o nastňpujŃcym skğadzie: 40 mM NaH2PO4/Na2HPO4, 0,15M 

NaCl, 0,1% BSA (pH 7,2). 

Pğytki 96-doğkowe przeznaczone do oznaczenia E2 pokrywano przeciwciağami (kozie any-

kr·licze IgG, 1 Õg na doğek) i blokowano 0,1% roztworem BSA. Do kaŨdego doğka dodawano 

50 Õl pr·by, poszczeg·lne punkty krzywej standardowej (50 Õl) lub sam bufor (50 Õl). 

Nastňpnie dodawano 100 Õl E2-6-CMO-HRP oraz 100 Õl przeciwciağa (z wyjŃtkiem doğk·w 

kontrolnych, do kt·rych zamiast przeciwciağa dodawano 100 Õl buforu). Pğytki inkubowano 

przez noc w temp. 4ÁC.  

Nastňpnego dnia pğytki 4-krotnie pğukano 0,05% roztworem Tween 80. Do kaŨdego doğka 

dodawano 150 Õl roztworu zawierajŃcego 3,3ô,5,5ô-tetrametylobenzydynň (TMB), bňdŃcej 

substratem dla peroksydazy i inkubowano przez 30 minut w RT. Reakcjň zatrzymywano 

dodajŃc 50 Õl 2M H SO . Absorbancjň odczytywano przy dğugoŜci fali 450 nm za pomocŃ 

czytnika pğytek (Biotek, USA). Oznaczenia wykonywano w dw·ch powt·rzeniach. 

3.6. Metody pracy z kwasami nukleinowymi  

3.6.1. Izolacja DNA 

Tkankň przeznaczonŃ do genotypowania umieszczano w 180 ÕL buforu do trawienia (skğad 

opisano w tabeli 3.2), po czym dodawano 20 ÕL proteinazy K pochodzŃcej z zestawu 

QIAampÈ DNA Mini Kit. W dalszych krokach stosowano siň do instrukcji doğŃczonej 

do wspomnianego zestawu. Pr·by inkubowano w temp. 56ÁC przez okoğo 3 godziny, 

w zaleŨnoŜci od stopnia strawienia tkanki. Po tym czasie dodawano 200 ÕL buforu AL 

i ponownie inkubowano przez 10 minut w temp. 70ÁC. W kolejnym etapie dodawano 200 ÕL 

99,8% etanolu. CağŃ zawartoŜĺ prob·wki przenoszono na kolumny umieszczone w prob·wkach 

zbiorczych. Pr·by wirowano, pğukano 500 ÕL buforu AW1, a nastňpnie 500 ÕL buforu AW2. 



50 

 

W ostatnim etapie, aby wypğukaĺ DNA, na kolumny nağoŨono 20 ÕL wody wolnej od kwas·w 

nukleinowych i wirowano (8000 RPM, RT, 1 minuta). Pr·by z wyizolowanym DNA 

przechowywano w temp. -20ÁC. IloŜĺ oraz jakoŜĺ wyizolowanego DNA oceniano za pomocŃ 

urzŃdzenia NanoDrop 1000. 

3.6.2. Izolacja RNA 

Tkanki przeznaczone do analiz transkryptomicznych przenoszono do prob·wek wypeğnionych 

odczynnikiem TRI Reagent i trzykrotnie homogenizowano za pomocŃ urzŃdzenia Fast Prep 24 

(20 s z prňdkoŜciŃ 20 m/s). Do homogenatu dodawano odczynnik do rozdzielania faz BCP 

(0,1 mL BCP / 1 mL TRI Reagent), inkubowano przez 5 minut w RT po czym wirowano przez 

15 minut w temp. 4ÁC z prňdkoŜciŃ 12 000 RPM. Po zakoŒczeniu wirowania g·rnŃ fazň 

zbierano do nowej prob·wki i dodawano do niej 70% etanol w stosunku 1:1. CağŃ zawartoŜĺ 

prob·wki przenoszono na kolumny umieszczone w prob·wkach zbiorczych. W celu 

oczyszczenia RNA zastosowano RNeasyÈ Mini Kit i w dalszych krokach stosowano siň 

do instrukcji przygotowanej przez producenta. Pr·by wirowano, pğukano 350 ÕL buforu RW1, 

a nastňpnie 500 ÕL buforu RPE. W ostatnim etapie, aby wypğukaĺ RNA, na kolumny nakğadano 

30 ÕL wody wolnej od kwas·w nukleinowych z dodatkiem inhibitora RNAz 

(w rozcieŒczeniu 1:20) i wirowano (10 000 RPM, RT, 1 minuta). Wyizolowane RNA 

przechowywano w temp. -80ÜC. Do oceny iloŜci i jakoŜci wyizolowanego RNA wykorzystano 

spektrofotometr NanoDrop 1000 oraz analizator mikroprzepğywowy Agilent 2100 Bioanalyzer, 

z zastosowaniem zestawu Agilent RNA 6000 Nano, wedğug zaleceŒ producenta. Odczynniki 

uŨyte podczas izolacji RNA przedstawiono w tabeli 3.7. 

Tabela 3.7 . Spis odczynnik·w uŨytych podczas izolacji RNA 

Odczynnik Producent 

Odczynnik TRI ReagentÈ Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA 

Odczynnik do rozdzielania faz BCP Molecular Research Center Inc., USA 

Inhibitor RNAz Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, USA 

3.6.3. Badanie ekspresji gen·w  

IloŜciowŃ reakcjň ğaŒcuchowŃ polimerazy w czasie rzeczywistym (qRT-PCR, ang. quantitative 

real-time PCR) przeprowadzono za pomocŃ zestawu starter·w i sond TaqManÊ oraz 

TaqManÊ RNAïto Ct1-Step Kit. Skğad mieszaniny reakcyjnej przedstawiano w tabeli 3.8. 

Jako matrycy uŨyto 10 ng RNA. KaŨdŃ reakcjň przeprowadzono w dw·ch powt·rzeniach na 

pğytce 384-doğkowej w urzŃdzeniu Vii AÊ 7 Real-Time PCR System. Zastosowane warunki 

reakcji przedstawiono w tabeli 3.9. Do kaŨdej reakcji przygotowywano kontrolň negatywnŃ, 

gdzie zastŃpiono matrycowe RNA wodŃ wolnŃ od kwas·w nukleinowych. Tabela 3.10 zawiera 

wykaz sond uŨywanych do analizy ekspresji okreŜlonych gen·w, ich numery referencyjne oraz 

nazwy kodowanych biağek. 

WartoŜci ekspresji gen·w zostağy obliczone z uwzglňdnieniem wydajnoŜci reakcji w oparciu 

o algorytm PCR Miner (Zhao i in., 2005), a nastňpnie znormalizowane wzglňdem Ŝredniej 

geometrycznej ekspresji gen·w referencyjnych (Actb, Ppib, Hprt) o najwiňkszej stabilnoŜci, 

wybranych z zastosowaniem algorytmu NormFinder (Andersen i in., 2004). W przypadku 

tkanki jajnikowej myszy genami referencyjnymi byğy Ppib oraz Hprt. Wyniki analizy ekspresji 
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gen·w przedstawiono w jednostkach umownych (AU, ang. arbitary units), 

odzwierciedlajŃcych wzglňdny poziom transkryptu w badanych pr·bkach.  

Tabela 3.8. Mieszanina reakcyjna uŨyta do oceny ekspresji gen·w 

Mieszanina reakcyjna 

Skğadnik ObjňtoŜĺ StňŨenie koŒcowe 

2X TaqMan RT-PCR Mix 5 ÕL 1X 

40X TaqMan Enzyme Mix 0,25 ÕL 1X 

20X TaqMan Gene Expression Assay 0,5 ÕL 1X 

H2O wolna od kwas·w nukleinowych 1,25 ÕL 1X 

RNA (3,33 ng/ÕL) 3 ÕL 1 ng/ÕL 

Tabela 3.9 Warunki reakcji RT-qPCR 

Etap Temperatura Czas Liczba cykli 

Odwrotna 

transkrypcja  
48ÁC 15 min 1 

Wstňpna 

denaturacja 
95ÁC 10 min 1 

Denaturacja 95ÁC 15 s 

45 PrzyğŃczanie 

starter·w 
60ÁC 1 min 

Tabela 3.10 Startery oraz sondy uŨyte w reakcji qRT-PCR 

Symbol genu Nazwa biağka 
ID zestawu / startery F, R + sondy 

(5' > 3') 

Actb*  ɓ-aktyna Mm00607939_s1 

Cd36 Receptor CD36 Mm00432403_m1 

Ces1d Karboksylesteraza 1D Mm00474816_m1 

Ces1f Karboksylesteraza 1F Mm00523518_m1 

Cidec 
Biağko FSP27 (ang. fat specific 

protein 27) 
Mm00617672_m1 

Cyp11a1 Desmolaza cholesterolowa Mm00490735_m1 

Cyp17a1 Cytochrom P450 17A1 Mm00484040_m1 

Cyp19a1 Aromataza cytochromu p450 Mm00484049_m1 

Dnmt1 Metylotransferaza DNA 1 Mm01151054_m1 
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Dnmt3a Metylotransferaza DNA 3A Mm00432881_m1 

Dnmt3b Metylotransferaza DNA 3B Mm01240113_m1 

Esr1 Receptor estrogenowy Ŭ Mm00433149_m1 

Fshr 
Receptor hormonu 

folikulotropowego 
Mm00442819_m1 

Hprt*  
Hipoksantyno-guanino-

fosforybozylotransferaza 
Mm0446968_m1 

Hsd3b1 
Dehydrogenazy 3ɓ-

hydroksysteroidowa 
Mm01261921_mH 

Hsd17b 
Dehydrogenaza 17ɓ-

hydroksysteroidowa 
Mm00515131_m1 

Inha Inhibina, podjenostka Ŭ Mm00439683_m1 

Inhba Inhibina, podjednostka ɓA Mm00434338_m1 

Inhbb Inhibina, podjednostka ɓB Mm03023992_m1 

Lhcgr 
Receptor hormonu 

luteinizujŃcego 
Mm00442931_m1 

Nr1h3 
Receptor LXRŬ (ang. liver X 

receptor alpha) 
Mm00443451_m1 

Ppib*  Cyklofilina B 

SF: 

GGTGGAGAGCACCAAGACAGA 

SR: GCCGGAGTCGACAATGATG 

S: 

ATCCTTCAGTGGCTTGTCCCGGCT Star 
StAR (ang. steroidogenic acute 

regulatory protein) 
Mm00441558_m1 

*gen referencyjny 

3.6.4. Sekwencjonowanie RNA 

Sekwencjonowanie RNA (RNA-seq) zrealizowano przy uŨyciu sekwenatora NovaSeq 6000 

(Illumina, USA). Biblioteki RNAseq przygotowano z wykorzystaniem zestawu TruSeq 

Stranded Total RNA with Ribo-Zero Gold Human/Mouse/Rat (Illumina, USA). Analizň danych 

przeprowadzili dr Tomasz Molcan oraz dr Kamil MyszczyŒski z Laboratorium Biologii 

Molekularnej Instytutu Rozrodu ZwierzŃt i BadaŒ ŧywnoŜci PAN w Olsztynie. Analizň danych 

transkryptomicznych wykonano w nastňpujŃcy spos·b: wstňpnŃ ocenň jakoŜci odczyt·w 

uzyskanych po sekwencjonowaniu wykonano w programie FastQC 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Nastňpnie z odczyt·w usuniňto 

sekwencje adapterowe oraz odczyty o niskiej jakoŜci (Phred score < 30) wykorzystujŃc 

narzňdzie cutadapt (Martin, 2011). Uzyskane w ten spos·b odczyty zmapowano do genomu 

referencyjnego myszy GRCm39 (baza danych Ensembl 105) przy pomocy programu STAR 

(Dobin i in., 2013). Zmapowane odczyty dla poszczeg·lnych gen·w zostağy zliczone przez 

program featureCounts (Liao i in., 2014). Analiza zr·Ũnicowanej ekspresji gen·w wykonana 

zostağa w programie R wykorzystujŃc pakiet DESeq2 (Love i in., 2014). Za geny 
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o zr·Ũnicowanej ekspresji uznano te, dla kt·rych wartoŜĺ P-adjusted < 0.05 i bezwzglňdna 

wartoŜĺ krotnoŜci zmiany (|Fold Change|) Ó 1,5 (|log2FoldChange| Ó 0,5849625). Przy 

kalkulacji P-adjusted uwzglňdniony zostağ wsp·ğczynnik fağszywych odkryĺ, FDR (ang. false 

discovery rate). Zidentyfikowane geny wykorzystano do analiz funkcjonalnych. Analizy 

te wykonano przy pomocy pakietu clusterProfiler (Yu i in., 2012) wykorzystujŃc bazň danych 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG; Kanehisa i Goto, 2000), Gene Ontology 

(GO; Ashburner i in., 2000), WikiPathways (Kelder i in., 2012) oraz Reactome (Jassal i in., 

2020). 

3.6.5. Ustalenie genotypu zwierzŃt transgenicznych  

Genotypowanie zwierzŃt zmodyfikowanych genetycznie wykonano zgodnie z protokoğami 

udostňpnionymi przez firmň The Jackson Laboratory (USA).  

W celu odr·Ũnienia myszy typu dzikiego od myszy z fuzjŃ Cre:GFP, wstawionŃ w obrňbie 

pierwszego eksonu genu Kiss1, przeprowadzono AS-PCR (ang. allele specific PCR), 

z zastosowaniem mieszanin reakcyjnych A i B, opisanych kolejno w tabeli 3.11 oraz 3.12. 

Po przygotowaniu mieszanin A i B, prob·wki umieszczano w urzŃdzeniu ProFlexÊ 

i przeprowadzono reakcjň AS-PCR w warunkach opisanych w tabeli 3.13. Sekwencje 

zastosowanych starter·w przedstawiono w tabeli 3.14. 

Tabela 3.11 Mieszanina reakcyjna A AS-PCR - identyfikacja myszy z sekwencjŃ kodujŃcŃ biağko 

fuzyjne Cre:GFP 

Mieszanina A 

Skğadnik ObjňtoŜĺ StňŨenie koŒcowe 

Bufor KAPA 2G HS 6,25 ÕL 1,3X 

25 mM MgCl2 2,6 ÕL 2.60 mM 

10 mM dNTPS-KAPA 0,65 ÕL 0,26 mM 

10 ÕM common Kiss primer 1,25 ÕL 0,5 ÕM 

10 ÕM KISS WT primer 1,25 ÕL 0,5 ÕM 

Glicerol 1,625 ÕL 6,5 % 

5 U/ÕL Polimeraza KAPA 2G HS taq 0,15 ɛl 0,03U/ÕL 

H2O wolna od kwas·w nukleinowych 8,22 ÕL - 

DNA (5 ng/ÕL) 3 ÕL 0,6 ng/ÕL 
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Tabela 3.12 Mieszanina reakcyjna B AS-PCR - identyfikacja myszy z sekwencjŃ kodujŃcŃ biağko 

fuzyjne Cre:GFP 

Mieszanina B 

Skğadnik ObjňtoŜĺ  StňŨenie koŒcowe 

Bufor KAPA 2G HS 6,25 ÕL 1,3X 

25 mM MgCl2 2,6 ÕL 2.60 mM 

10 mM dNTPS-KAPA 0,65 ÕL 0,26 mM 

10 ÕM common Kiss primer 1,25 ÕL 0,5 ÕM 

10 ÕM KISS MUT primer 1,25 ÕL 0,5 ÕM 

Glicerol 1,625 ÕL 6,5 % 

5 U/ÕL Polimeraza KAPA 2G HS taq 0,15 ɛl 0,03U/ÕL 

H2O wolna od kwas·w nukleinowych 8,22 ÕL - 

DNA (5 ng/Õl) 3 ÕL 0,6 ng/ÕL 

Tabela 3.13 Warunki reakcji AS-PCR 

Etap Temperatura Czas Liczba cykli 

Wstňpna denaturacja 95ÁC 1 min 1 

Denaturacja 95ÁC 10 s 

35 PrzyğŃczanie starter·w 59ÁC 10 s 

WydğuŨanie 72ÁC 1 s 

Ostateczne wydğuŨanie 72ÁC 30 s 1 

Schğadzanie 4ÁC Ð 1 

Tabela 3.14 Sekwencje starter·w w reakcji AS-PCR 

Nazwa startera Sekwencja (5ô > 3ô) Reakcja 

Common GACCTAGGCTCTGGTGAAGTACG A B 

Wild type AGCCTCCAGTGCTCACAGCAG A 

Mutant CTTGCGAACCTCATCACTCGTTGC B 

W kolejnym etapie ğŃczono ze sobŃ 2,5 ÕL mieszaniny reakcyjnej A z 2,5 ÕL mieszaniny B 

oraz 1 ÕL buforu obciŃŨajŃcego. Tak przygotowane pr·by nakğadano na 2,5% Ũel agarozowy 

z dodatkiem odczynnika Simply SafeÊ. w obecnoŜci buforu TBE 1X. Na pierwszy doğek 

zawsze nakğadano marker wielkoŜci. Tabela 3.15 prezentuje odczynniki uŨyte 

do przygotowania elektroforezy produkt·w AS-PCR, a tabela 3.16 zastosowane roztwory. 

Elektroforezň przeprowadzono pod napiňciem 100 V przez 1 godzinň, po czym Ũel 
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zobrazowano za pomocŃ urzŃdzenia ChemiDocÊ Touch Imaging System. Rycina 3.5 

przedstawia przykğadowy obraz Ũelu umoŨliwiajŃcego rozr·Ũnienie myszy z sekwencjŃ 

kodujŃcŃ biağko fuzyjne Cre:GFP od myszy typu dzikiego. 

Tabela 3.15 Odczynniki uŨyte do przeprowadzenia elektroforezy produkt·w uzyskanych w AS-PCR 

Odczynnik Producent 

Agaroza EURX Molecular Biology Products, Polska 

Barwnik kwas·w nukleinowych 

SimplySafeÊ 
EURX Molecular Biology Products, Polska 

Bufor TBE (5X) EURX Molecular Biology Products, Polska 

Bufor obciŃŨajŃcy Thermo Fisher Scientific, USA 

Marker wielkoŜci 50-500 pz EURX Molecular Biology Products, Polska 

Tabela 3.16 Roztwory uŨyte do przeprowadzenia elektroforezy produkt·w uzyskanych w AS-PCR 

Roztw·r Skğad 

Bufor TBE 1X 
200 mL Buforu TBE (5X) 

800 mL ddH2O 

Agaroza 2,5% 
0,75 g agarozy 

30 mL buforu TBE 1X 

 

Ryc. 3.5 Wyniki elektroforezy w Ũelu agarozowym umoŨliwiajŃce odr·Ũnienie myszy z sekwencjŃ kodujŃcŃ biağko 

fuzyjne Cre:GFP od myszy typu dzikiego. W doŜwiadczeniach wykorzystano tkankň pobranŃ od heterozygot - 

zwierzŃt posiadajŃcych allel dziki genu Kiss1 oraz transgen. 

W przypadku genotypowania myszy pod kŃtem obecnoŜci allelu Gt(ROSA)26Sor(tdTomato-

WPRE)-7914 zastosowano RT-PCR z uŨyciem zestawu starter·w i sond TaqManÊ.  

Skğad mieszaniny reakcyjnej opisano w tabeli 3.17. PCR przeprowadzono w warunkach 

opisanych w tabeli 3.18 za pomocŃ urzŃdzenia ViiAÊ 7 Real-Time PCR System. Sekwencje 

zastosowanych starter·w przedstawiono w tabeli 3.19. Rycina 3.6 prezentuje przykğadowy 

wykres wygenerowany przez program QuantStudioÊ Real-time PCR Software v1.7.1 (Thermo 

Fisher Scientific, USA). pozwalajŃcy na rozr·Ũnienie myszy typu dzikiego od osobnik·w 

noszŃcych zmutowany allel. 

  

allel dzikiego genu 

Kiss1 (336 pz) allel transgenu 

(~ 150 pz) 
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Tabela 3.17 Mieszanina reakcyjna RT-PCR ï wykrycie allelu Gt(ROSA)26Sor(tdTomato-WPRE)-7914 

Mieszanina reakcyjna 

Skğadnik ObjňtoŜĺ StňŨenie koŒcowe 

2X KAPA Probe Fast qPCR 10 ÕL 1 X 

10 ÕM ROSA F 0,8 ÕL 0,4 ÕM 

10 ÕM Gt(ROSA)26Sor Rv 0,8 ÕL 0,4 ÕM 

10 ÕM TG Rev 0,8 ÕL 0,4 ÕM 

10 ÕM Mut F 0,8 ÕL 0,4 ÕM 

10 ÕM ROSA WT Probe 0,3 ÕL 0,15 ÕM 

10 ÕM ROSA MT Probe 0,3 ÕL 0,15 ÕM 

ROX 50X low  0,4 ÕL 1X 

H2O wolna od kwas·w nukleinowych 2,8 ÕL - 

DNA (30 ng/Õl) 3 ÕL (3,6 ng/Õl) 

Tabela 3.18 Warunki reakcji RT-PCR ï wykrycie allelu Gt(ROSA)26Sor(tdTomato-WPRE)-7914 

Etap Temperatura Czas Liczba cykli 

Wstňpny odczyt 60ÁC 30 s 1 

Wstňpna denaturacja 95ÁC 3 min 1 

Denaturacja 95ÁC 2 s 

40 PrzyğŃczanie sond 

i starter·w 
60ÁC 20 s 

Odczyt koŒcowy 60ÁC 30s 1 

Tabela 3.19 Sekwencje starter·w ï wykrycie allelu Gt(ROSA)26Sor(tdTomato-WPRE)-7914 

Nazwa startera Sekwencja (5ô > 3ô) 

ROSA F CTGGCTTCTGAGGACCG 

Gt(ROSA)26Sor Rv AATCTGTGGGAAGTCTTGTCC 

TG Rev CGATAAGCTTGATATCGAATTCCTG 

Mut F CGAGCTGTACAAGTAAGAATTGTG 

ROSA WT Probe TAACCTGGTGTGTGGGCGTTGT 
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Ryc. 3.6 Wykres wygenerowany w programie QuantStudioÊ Real-time PCR Software v1.7.1., przedstawiajŃcy 

wyniki reakcji RT-PCR pozwalajŃce na rozr·Ũnienie myszy typu dzikiego od osobnik·w noszŃcych zmutowany 

allel (Gt(ROSA)26Sor(tdTomato-WPRE)-7914). 

3.7. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ  

3.7.1. Procedura hybrydyzacji in situ 

Do analizy lokalizacji transkrypt·w w ARC podwzg·rza zastosowano metodň hybrydyzacji 

in situ ï RNAscopeÈ (ACDBio, CA, USA), opartŃ na tyramidowej amplifikacji sygnağu. 

Technika ta umoŨliwia detekcjň nawet pojedynczych czŃsteczek RNA, kt·re widoczne sŃ jako 

indywidualne punkty dziňki zastosowaniu specjalnie zaprojektowanych sond. Dolna czňŜĺ 

sondy wiŃŨe siň z docelowym RNA, a g·rna sğuŨy jako miejsce przyğŃczenia 

preamplifikator·w, wzmacniaczy i barwnik·w, co pozwala na precyzyjnŃ wizualizacjň 

sygnağu. 

Ze wzglňdu na gruboŜĺ skrawk·w m·zgowych (30 Õm) zastosowano protok·ğ opracowany 

przez firmň ACDBio, CA, USA, pozwalajŃcy na nağoŨenie skrawk·w tkanki na szkieğka 
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podstawowe by zapewniĺ ich przywieranie do powierzchni. WolnopğywajŃce skrawki m·zgu, 

zawierajŃce obszar ARC (bregma ~ -1,46 mm do -2,46 mm), pğukano 3 x 5 minut w RT 

w roztworze TBST, po czym inkubowano przez 10 minut w H2O2, zağŃczonym do zestawu. 

Nastňpnie skrawki pğukano za pomocŃ roztworu PBST i nakğadano na szkieğka podstawowe. 

Tak przygotowane preparaty pozostawiano na 1 godzinň w RT do cağkowitego wyschniňcia. 

Nastňpnie zanurzano je w wodzie destylowanej i ponownie suszono przez 1 godzinň w RT.  

Po tym czasie szkieğka umieszczano w piecu do hybrydyzacji na kolejnŃ godzinň w 60ÜC 

i ponownie zanurzano w wodzie, a nastňpnie w 99,8% etanolu. Kolejnym krokiem byğo 

umieszczenie szkieğek na 30 minut w 60ÜC. Nastňpnie na preparaty nakğadano proteazň IV, 

bňdŃcŃ czňŜciŃ zestawu i inkubowano przez 20 minut. Po trawieniu zastosowano standardowy 

protok·ğ dla utrwalanych i zamroŨonych tkanek ï RNAscopeÊ Multiplex Fluorescent V2 

Assay. W tabeli 3.20 zestawiono charakterystykň uŨytych sond fluorescencyjnych, natomiast 

rycina 3.7 przedstawia wyniki barwieŒ kontrolnych. 

Tabela 3.20 Sondy fluorescencyjne oraz przypisane im fluorochromy uŨyte do hybrydyzacji metodŃ 

RNAScope 

Sonda 
Nr kat 

sondy 
Transkrypt  Fluorochrom RozcieŒczenie 

Mm-Lepr 402731 Receptor leptyny; mRNA OPAL 520 1:1000 

Mm-Esr1 496221-C2 

Receptor estrogenowy  

i czynnik transkrypcyjny 

aktywowany przez 

ligand; mRNA 

OPAL 650 1:1500 

Mm-Kiss1 500141-C3 
Metastatyna 1, 

kisspeptyna; mRNA 
OPAL 570 1:3000 

Mm-Pdyn 318771 

Prodynorfina, po 

przetworzeniu 

proteolitycznym 

powstajŃ z niej ligandy 

receptora opioidowego 

kappa; mRNA 

OPAL 520 1:2000 

Mm-Tac2 446391-C2 
Tachykinina 2, 

neurokinina B; mRNA 
OPAL 650 1:3000 

Polr2A C1 - 

kontrola 

pozytywna 

PPIB C2 - 

kontrola 

pozytywna 

UBC C3 - 

kontrola 

pozytywna 

320891 

Polimeraza RNA typu II 

podjednostka RPB1 

 

cyklofilina B 

 

ubikwityna C 

C1 - OPAL 

570 

C2 - OPAL 

650 

C3 - OPAL 

520 

1:1500 

 

1:3000 

 

1:3000 

DapB (C1, 

C2, C3) 

ï kontrole 

negatywne 

320871 

Bakteryjna reduktaza 

dihydropikolinianu 

(Bacillus subtilis) 

C1 - OPAL 

520 

C2 - OPAL 

570 

C3 - OPAL 

650 

1:1500 

 

1:1500 

 

1:1500 
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Ryc. 3.7 Hybrydyzacja in situ ï kontrole. Po lewej widoczna ekspresja gen·w referencyjnych (kontrola 

pozytywna); po prawej brak specyficznego sygnağu przy uŨyciu sondy do bakteryjnego genu DapB (kontrola 

negatywna). 

3.7.2. Obrazowanie i analiza obrazu 

Obrazowanie wykonano przy uŨyciu mikroskopu konfokalnego LSM800 i immersyjnego 

obiektywu C-Apochromat 40Ĭ/1.2 NA. Do znakowania zastosowano barwniki OpalÊ 

(AKOYA Biosciences, USA). Rejestracjň sygnağu przeprowadzono w kanağach 

oprogramowania ZEISS nazwanych wedğug odpowiadajŃcych im zestaw·w filtr·w,  

tj. Alexa Fluor 488/FITC (dla Opal 520), Cy3/TRITC (dla Opal 570), Alexa Fluor 647/Cy5  

(dla Opal 650) oraz DAPI. 

Zliczania dokonywano w regionie zainteresowania (ROI, ang. region of interest), obejmujŃcym 

AVPV/PeN oraz ARC. Granice tych obszar·w wyznaczono na podstawie atlasu m·zgowia 

myszy autorstwa Paxinosa i Franklina (2012). W kaŨdej pr·bce liczono kom·rki wykazujŃce 

ekspresjň danego transkryptu ï jako pozytywne uznawano te, w kt·rych sygnağ fluorescencyjny 

wystňpowağ w postaci przynajmniej pojedynczego punktu. Dodatkowo identyfikowano 

i zliczano kom·rki wykazujŃce kolokalizacjň transkrypt·w, tj. wystňpowania sygnağu 

fluorescencyjnego w wiňcej niŨ jednym kanale w tej samej kom·rce.  

Zliczenia prowadzono za pomocŃ element·w automatycznego moduğu analitycznego 

wchodzŃcego w skğad oprogramowania ZEN Blue v3.11. (Carl-Zeiss, Niemcy). Analizy 

wykonywano przy jednakowych ustawieniach parametr·w obrazowania i przetwarzania 

danych dla wszystkich analizowanych przypadk·w. Dane przedstawiano jako ŜredniŃ liczbň 

pozytywnych kom·rek dla pojedynczych oraz kolokalizujŃcych transkrypt·w, przypadajŃcych 

na badany skrawek m·zgu. 

3.8. Barwienia immunohistochemiczne i fluorescencyjne 

3.8.1. Jajniki  

3.8.1.1 Barwienie jajnik·w 

Dla uwidocznienia morfologii tkanki jajnikowej zastosowano zestaw barwiŃcy H&E Staining 

Kit. Po wyjňciu z zamraŨarki szkieğka ze skrawkami jajnik·w pğukano przez 3 minuty 

w buforze PBS, a nastňpnie pod bieŨŃcŃ wodŃ aŨ do cağkowitego usuniňcia OCT. Kolejnym 

etapem byğo nağoŨenie roztworu hematoksyliny zawartego w zestawie i inkubacja przez 20 s. 

Po barwieniu szkieğka opğukiwano pod bieŨŃcŃ wodŃ przez 3 minuty, po czym nanoszono 

odczynnik Blue Reagent na kolejne 20 s. Po tym czasie szkieğka ponownie przepğukano bieŨŃcŃ 
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wodŃ, a p·Ŧniej odwadniano je przenoszŃc kolejno do roztwor·w etanolu o stňŨeniu 70% i 96% 

(inkubacje po 30 s). Nastňpnie aplikowano roztw·r eozyny na 20 s, po czym kontynuowano 

proces odwadniania w 96% etanolu (2,5 minuty) oraz 99,8% etanolu (5 minut). W dalszej 

kolejnoŜci szkieğka traktowano dwoma roztworami substytutu ksylenu (pierwsze pğukanie ï  

5 minut, drugie ï 10 minut). Na zakoŒczenie na skrawki nağoŨono medium DPX i szkieğka 

nakrywkowe. 

3.8.1.2. Ocena morfologiczna pňcherzyk·w jajnikowych 

Wybarwione preparaty obrazowano za pomocŃ skanera histologicznego Pannoramic MIDI 

(3DHISTECH Kft., Wňgry). Na kaŨdym przekroju jajnika mierzono Ŝrednicň pňcherzyk·w 

jajnikowych z widocznym jŃdrem kom·rkowym w oocycie. Na podstawie otrzymanych 

wartoŜci, a takŨe morfologii warstw kom·rek ziarnistych dokonano klasyfikacji pňcherzyk·w: 

pierwszorzňdowy (40-50 Õm; jedna warstwa kom·rek ziarnistych), drugorzňdowy (80-130 Õm; 

dwie warstwy), wczesnoantralny (180-200 Õm; kilka warstw kom·rek ziarnistych, szczŃtkowa 

jama antralna) oraz antralny/przedowulacyjny (320-450 Õm; wyksztağcona jama antralna).  

W przypadku pňcherzyk·w, w kt·rych rozmiar nie mieŜciğ siň w zakresach dla danej kategorii, 

klasyfikacjň opierano wyğŃcznie na cechach morfologicznych. 

Podczas analizy mierzono pole kaŨdego skawka (przekroju jajnika), aby oszacowaĺ 

przybliŨonŃ objňtoŜĺ jajnika. Do pomiar·w wykorzystano narzňdzia zawarte 

w oprogramowaniu analizy preparat·w histologicznych firmy 3DHISTECH Kft. (Wňgry). 

PrzybliŨonŃ objňtoŜĺ (V) jajnika obliczano wedğug wzoru: ὠ υ ϽВ ὃὭ Ͻχ ʈÍ , gdzie  

Ai oznacza pole przekroju jajnika na i-tym skrawku, n to liczba przenalizowanych skrawk·w 

jajnika, 7 Õm to gruboŜĺ pojedynczego skrawka, a wsp·ğczynnik o wartoŜci 5 koryguje wynik, 

ze wzglňdu na fakt, Ũe analizowano co piŃty skrawek.  

3.8.2. Tkanka m·zgowa 

3.8.2.1. Barwienie fluorescencyjne tkanki m·zgowej 

Do barwieŒ immunofluorescencyjnych wykorzystywano skrawki m·zgu obejmujŃce obszar 

AVPV/PeN (bregma ~ +0,26 mm do -0,22 mm) oraz ARC (~ -1,46 mm do -2,46 mm) 

podwzg·rza. Wszystkie pğukania wykonywano w RT. Po wyciŃgniňciu skrawk·w z roztworu 

do krioprotekcji tkanek, pğukano je 3 x 5 minut w TBS. Nastňpnie tkankň przenoszono na pğytkň 

12-doğkowŃ do 500 ÕL 10% roztworu surowicy (tabela 3.21) majŃcego zablokowaĺ miejsca 

niespecyficznego wiŃzania przeciwciağ II-rzňdowych. W kaŨdym doğku umieszczano po 4-5 

skrawk·w. Z tego roztworu skrawki przenoszono bezpoŜrednio do roztworu zawierajŃcego 

przeciwciağo I-rzňdowe (tabela 3.21 i 3.22) i inkubowano przez cağŃ noc w temp. 4ÜC 

na wytrzŃsarce koğyskowej. Podczas kaŨdego barwienia stosowano kontrolň negatywnŃ,  

gdzie nie dodawano przeciwciağ I-rzňdowych. W kolejnym etapie tkanki pğukano 3 x 5 minut 

w TBS i umieszczano w roztworze z dobranym, gatunkowo zgodnym przeciwciağem  

II-rzňdowym (tabela 3.23), nastňpnie inkubowano przez 2 godziny w RT. Po kolejnym pğukaniu 

dokonano barwienia jŃder kom·rkowych za pomocŃ DAPI (10 Õg/mL; rozcieŒczony w TBS) 

przez 5 minut w RT. Wybarwione skrawki ponownie pğukano, a nastňpnie umieszczano 

na szkieğkach podstawowych, lekko osuszano, nakrapiano ProLongÊ Gold Antifade Mountant  

i nakğadano szkieğka nakrywkowe. Na rycinie 3.8 zaprezentowano przykğadowe wyniki 

opisanego barwienia. 
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Tabela 3.21 Roztwory stosowane podczas barwieŒ fluorescencyjnych tkanki m·zgowej 

Roztw·r Skğad 

10 % roztw·r surowicy stosowany do 

blokowania niespecyficznych wiŃzaŒ 

10% NDS 

0,3% Triton X-100 

TBS, pH=7,45 

2% roztw·r surowicy do rozcieŒczania 

przeciwciağ I-rzňdowych 

2% NDS  

0,3% Triton X-100 

TBS, pH=7,45 

Tabela 3.22 Przeciwciağo I-rzňdowe stosowane podczas barwieŒ tkanki m·zgowej 

Antygen Gospodarz Nr kat.  Producent RozcieŒczenie 

ERὄ Kr·lik ab32063 Abcam, Wielka Brytania 1:1000 

Tabela 3.23 Przeciwciağo II -rzňdowe stosowane do barwieŒ tkanki m·zgowej 

SpecyficznoŜĺ Gospodarz Fluorochrom Nr kat.  Producent RozcieŒczenie 

Kr·lik Osioğ Alexa 647 

711-

607-

003 

Jackson 

Immuno 

Research 

Labs, USA 

1:500 

 

Ryc. 3.8 ERŬ - immunofluorescencja. Po lewej widoczna jŃdrowa ekspresja ERŬ; po prawej kontrola negatywna 

z pominiňciem przeciwciağ I-rzňdowych. 

3.8.2.2. Obrazowanie i analiza  

W celu oceny ekspresji ERŬ w neuronach kisspeptynowych, wykonano obrazowanie 

przy uŨyciu mikroskopu konfokalnego wyposaŨonego w immersyjny obiektyw C-Apochromat 

40Ĭ/1.2 NA. Sygnağ fluorescencyjny rejestrowano w trzech niezaleŨnych kanağach, 

odpowiadajŃcych fluorochromom: tdTomato, Alexa Fluor 647 oraz DAPI.  

Podobnie jak w przypadku skrawk·w po hybrydyzacji in situ, zliczanie kom·rek 

przeprowadzono w regionie zainteresowania, obejmujŃcym w tym przypadku ARC 

oraz AVPV/PeN. W kaŨdej pr·bce liczono kom·rki wykazujŃce ekspresjň ERŬ (ERŬ+)  

oraz liczbň neuron·w pozytywnych dla tdTomato (tdTomato+). Kom·rki uznawano  
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za pozytywne, jeŨeli sygnağ fluorescencyjny byğ wyraŦnie obecny w obrňbie ciağa kom·rki lub 

jŃdra (w przypadku ERŬ). Dodatkowo analizowano kolokalizacjň sygnağ·w ï za kom·rki 

podw·jnie pozytywne uznawano te, w kt·rych sygnağ tdTomato nakğadağ siň przestrzennie 

z sygnağem Alexa Fluor 647. 

Zliczenia prowadzono za pomocŃ element·w automatycznego moduğu analitycznego 

wchodzŃcego w skğad oprogramowania ZEN Blue v3. 11.. Analizy wykonywano przy 

jednakowych ustawieniach parametr·w obrazowania i przetwarzania danych dla wszystkich 

ocenianych zdjňĺ. Wyniki przedstawiano jako ŜredniŃ liczbň kom·rek pozytywnych 

(tdTomato+, ERŬ+ oraz tdTomato+/ERŬ+) przypadajŃcych na pojedynczy skrawek m·zgu 

w regionie zainteresowania. 

3.8.3. Fragmenty jŃdra ğukowatego  

3.8.3.1. Procedura izolacji i hodowli fragment·w jŃdra ğukowatego 

Tabela 3.24 Odczynniki uŨyte do przygotowania hodowli in vitro fragment·w ARC 

Odczynnik Producent 

B27Ê suplement Thermo Fisher Scientific, USA 

Dulbeccoôs PBS Sigma Aldrich, USA 

FBS (ang. fetal bovine serum) Thermo Fisher Scientific, USA 

Glukoza Sigma Aldrich, USA 

GlutaMaxÊ Thermo Fisher Scientific, USA 

Metyloceluloza Sigma Aldrich, USA 

Laminina Sigma Aldrich, USA 

Poli-L-lizyna Sigma Aldrich, USA 

PoŨywka MEM Thermo Fisher Scientific, USA 

PoŨywka NeurobasalÊ - A Thermo Fisher Scientific, USA 

Roztw·r penicylina-streptomycyna Thermo Fisher Scientific, USA 

  



63 

 

Tabela 3.25 Roztwory i poŨywki uŨyte do hodowli in vitro fragment·w ARC 

Roztw·r/poŨywka Skğad 

Agaroza 3% 
1,5 g agarozy 

50 mL ddH2O 

Bufor KREBS 1X 

126 mM NaCl 

2,5 mM KCl 

1,2 mM NaH2PO4*2H2O 

1,2 mM MgCl2*6H2O 

2 mM CaCl2 

11 mM Glukoza 

25 mM NaHCO3 

ddH2O 

PoŨywka Neurobasal A/B27 

95% Neurobasal A 

2% Suplement B27 

1% Glukoza 

1% Penicylina/streptomycyna 

1% GlutaMAX (100X) 

PoŨywka MEM/FBS 

88% MEM 

10% FBS 

1% Glukoza 

1% Penicylina/streptomycyna 

PoŨywka Nurobasal A/Metyloceluloza 
0,2 g Metylocelulozy 

50 mL Neurobasal A 

PoŨywka Nurobasal A/Metyloceluloza/B27 

95% Neurobasal A/Metyloceluloza 

2% Suplement B27 

1% Glukoza 

1% Penicylina/streptomycyna 

1% GlutaMAX (100X) 

W pierwszym etapie przygotowano okrŃgğe szkieğka nakrywkowe. Szkieğka umieszczano 

w zlewce wypeğnionej acetonem na 24 godziny w RT. Nastňpnie pğukano je kilkakrotnie 99,8% 

etanolem. W kolejnym kroku szkieğka opalano pojedynczo nad pğomieniem palnika 

i umieszczano na szalce Petriego wypeğnionej roztworem poli-L-lizyny (0,1 mg/mL) 

i pozostawiono w nim na noc w temp. 37ÁC. Po serii pğukaŒ sterylnŃ ddH2O, szkieğka 

pozostawiano w lod·wce. W dniu eksperymentu na szkieğka nakğadano lamininň rozcieŒczonŃ 

1:50 roztworem KREBS 1X i pozostawiano w inkubatorze na minimum 1 godzinň, po czym 

pğukano poŨywkŃ Neurobasal A.  

Fragmenty ARC przygotowano do hodowli in vitro, zgodnie z wczeŜniej opisanymi metodami 

(L·pez-Bendito i in., 2006; Decourtye i in., 2017; Decourtye i in., 2018). M·zgowie pobierano 

od oŜmiodniowych samic KissCreROSA26 . Po wypreparowaniu, m·zgi umieszczano na szklanych 

szalkach Petriego wypeğnionych roztworem KREBS 1X, schğodzonym wczeŜniej 

w zamraŨarce. Nastňpnie tkanki umieszczano w naczyniach z 3% agarozŃ podgrzanŃ do temp. 

42ÁC. Po zestaleniu agarozy, tkanki krojono na skrawki o gruboŜci 300 Õm przy uŨyciu 

wibratomu i inkubowano na membranach (Whatmann, Cytiva Europe GmbH, Velizy-

Villacoublay, Francja) w poŨywce MEM/FBS temp. 37ÁC i atmosferze nawilŨonej z 5% CO2 

i bilansem powietrza. Po godzinie poŨywkň wymieniano na Neurobasal/B27 i inkubowano 

przez kolejne 30 minut w tych samych warunkach. Nastňpnie przeprowadzano dysekcjň ARC. 
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Wyciňte fragmenty inkubowano przez 30 minut w medium Neurobasal/B27, po czym 

umieszczano na szkieğkach nakrywkowych pokrytych lamininŃ w pğytkach czterodoğkowych 

wypeğnionych 1 mL medium Neurobasal/Metyloceluloza/B27. Na kaŨdym szkieğku 

znajdowağo siň od 8 do 10 fragment·w. Hodowlň wstňpnŃ prowadzono przez 24 godziny,  

po czym fragmenty pozostawiano w warunkach kontrolnych (ŜwieŨa poŨywka) lub traktowano 

leptynŃ w stňŨeniu 100 ng/mL przez kolejne 24 godziny.  

Nastňpnie fragmenty tkanki pğukano 3 x 5 minut roztworem PBS i utrwalano w 4% PFA przez 

30 minut w RT. Po utrwaleniu, szkieğka ponownie pğukano, blokowano w 3% roztworze 

surowicy koziej (tabela 3.26) przez 45 minut i inkubowano w wybranych przeciwciağach I-

rzňdowych (tabela 3.27) przez noc w temp. 4ÁC. Nastňpnego dnia szkieğka pğukano 

i inkubowano przez 2 godziny w RT z przeciwciağami II-rzňdowymi (tabela 3.28) 

skoniugowanymi z fluorochromem. Po tym czasie szkieğka ponownie przepğukiwano 

roztworem PBS. Gotowe szkieğka z fragmentami ARC nakğadano na szkieğka podstawowe 

pokryte medium zamykajŃcym (ProLongÊ Gold Antifade Mountant). 

Tabela 3.26 Roztwory stosowane podczas barwieŒ fluorescencyjnych tkanki m·zgowej 

Roztw·r Skğad 

3 % roztw·r surowicy stosowany do 

blokowania niespecyficznych wiŃzaŒ 

3% NGS 

0,05% Tween 20 

PBS, pH=7,4 

1% roztw·r surowicy do rozcieŒczania 

przeciwciağ I-rzňdowych 

2% NGS  

0,05% Tween 20 

PBS, pH=7,4 

Tabela 3.27 Przeciwciağo I-rzňdowe stosowane do barwienia wğ·kien nerwowych neuron·w ARC 

Antygen Gospodarz Nr kat.  Producent RozcieŒczenie 

Neurofilamenty Kura ab72998 
Abcam, 

Wielka Brytania 
1:500 

Tabela 3.28 Przeciwciağo II -rzňdowe stosowane do barwienia wğ·kien nerwowych neuron·w jŃdra 

ğukowatego 

SpecyficznoŜĺ Gospodarz Fluorochrom Nr kat.  Producent RozcieŒczenie 

Kura Koza Alexa 647 ab150171 

Abcam, 

Wielka 

Brytania 

1:400 

3.8.3.2. Obrazowanie i analiza obrazu 

Fragmenty ARC podwzg·rza obrazowano za pomocŃ mikroskopu fluorescencyjnego Axio 

Observer Z1, wyposaŨonego w filtry fluorescencyjne dostosowane do fluorofor·w uŨytych  

w procedurze barwienia (tdTomato, Alexa Fluor 647). Obrazy rejestrowano przy zastosowaniu 

immersyjnego obiektywu LD LCI Plan-Neofluar 25Ĭ/0.8 NA. 

Pomiary dğugoŜci akson·w przeprowadzono wykorzystujŃc narzňdzia analityczne zawarte 

w oprogramowaniu ZEN Blue v3.11. Ocenň morfologii projekcji neuronalnych 
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przeprowadzono dokonujŃc pomiar·w dğugoŜci akson·w. Fragmenty ARC dzielono na cztery 

r·wne ĺwiartki, z kt·rych wybierano po 10 najdğuŨszych, wyraŦnie widocznych akson·w. Gdy 

liczba wğ·kien nerwowych byğa ograniczona ï jak miağo to miejsce w populacji neuron·w 

kisspeptynowych ï mierzono dğugoŜĺ wszystkich obecnych akson·w. Pomiaru dokonywano 

zaznaczajŃc rňcznie poszczeg·lne aksony z zachowaniem stağych parametr·w skalowania dla 

kaŨdej pr·bki. 

3.9. Ocena statusu metabolicznego oocyt·w 

3.9.1. Stymulacja hormonalna samic  

Aby wywoğaĺ superowulacjň, dojrzağym pğciowo samicom, w wieku 2-3 miesiňcy, pomiňdzy 

godzinŃ 18:00 a 18:30, podawano dootrzewnowo 7,5 UI PMSG. Po 48 godzinach 

dootrzewnowo wstrzykiwano 10 IU hCG (w przypadku oocyt·w pozyskanych do oznaczenia 

iloŜci lipid·w w oocytach, aktywnoŜci mitochondri·w oraz oceny wytwarzania reaktywnych 

form tlenu). Pozyskanie oocyt·w do oznaczeŒ liczby kopii mtDNA oraz oceny potencjağu 

redoks, odbyğo siň z zastosowaniem innego protokoğu stymulacji hormonalnej. Zamiast iniekcji 

PMSG podano hyperOVA w objňtoŜci 0,1 mL, zgodnie z zaleceniami producenta. 

3.9.2. Izolacja kom·rek jajowych 

Kolejnego dnia pomiňdzy 8:00 a 8:30 stymulowane samice znieczulano za pomocŃ izofluranu, 

a nastňpnie przerywano rdzeŒ krňgowy. Wyizolowane jajniki wraz z jajowodami umieszczano 

na szalce z medium M2, a z ampuli jajowodu uwalniano COCs. Za pomocŃ pipety COCs 

przenoszono do kropli medium z hialuronidazŃ (400 ug/ml), by oddzieliĺ kom·rki ziarniste 

od oocyt·w. Nastňpnie przy uŨyciu szklanej pipety Pasteura oocyty pğukano przenoszŃc 

je do kolejnych kropli medium M2, by ostatecznie w kroplach znalazğa siň liczba oocyt·w 

dostosowana do poszczeg·lnych analiz. 

Tabela 3.29 Odczynniki uŨyte podczas izolacji kom·rek jajowych myszy 

Odczynnik Producent 

Medium M2 Sigma Aldrich, USA 

Hialuronidaza Sigma Aldrich, USA 

 

3.9.3. Izolacja DNA z pojedynczego oocytu 

Do izolacji DNA z pojedynczego oocytu uŨyto kitu ARCTURUSÊ PicoPureÊ DNA 

Extraction Kit. Do prob·wki z proteinazŃ K dodano Reconstruction Buffer zawarty w zestawie 

i tak przygotowany roztw·r pipetowano do prob·wek w objňtoŜci 10 ÕL. W prob·wkach 

umieszczono nastňpnie pojedyncze oocyty i inkubowano temp. w 65ÁC przez 3 godziny, 

a nastňpnie w temp. do 95ÁC przez 10 minut w celu inaktywacji proteinazy K. Wyizolowane 

DNA przechowywano w temp. -20ÁC. 

3.9.4. Oznaczanie liczby kopii mtDNA w pojedynczym oocycie 

Do oceny liczby kopii mitochondrialnego DNA w pojedynczej kom·rce jajowej, zastosowano 

Digital PCR z wykorzystaniem komercyjnego zestawu QuantStudio 3DÊ Digital PCR 20K 

Chip Kit v2. W pierwszym kroku przygotowano mieszaninň reakcyjnŃ, kt·rej skğad 

przedstawiono w tabeli 3.30. Do analizy wykorzystano zestaw starter·w i sondň TaqManÊ 
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(ID: Mm04225274_s1) dla regionu mitochondrialnego genu Nd1. Do reakcji dodawano 1 ÕL 

nierozcieŒczonego eluatu DNA uzyskanego z pojedynczego oocytu (10 ÕL/oocyt). 

Tabela 3.30 Mieszanina reakcyjna uŨyta do oznaczenia mtDNA  

Mieszanina reakcyjna 

Skğadnik ObjňtoŜĺ StňŨenie koŒcowe 

2X Digital PCR master mix 7,25 ÕL 1X 

20X Zestaw TaqManÊ ND1 0,725 ÕL 1X 

H2O wolna od kwas·w nukleinowych 5,525 ÕL - 

DNA (nierozcieŒczone) 1 ÕL - 

Po przygotowaniu mieszaniny, pr·bkň nanoszono na chip zgodnie z instrukcjŃ producenta, 

wykorzystujŃc urzŃdzenie QuantStudioÊ 3D Digital PCR Chip Loader. Chip pokrywano 

pğynem immersyjnym, zamykano i przenoszono do termocyklera ProFlexÊ w celu 

przeprowadzenia reakcji PCR. W tabeli 3.31 podano warunki przeprowadzonej reakcji. 

Liczbň kopii mtDNA obliczano bazujŃc na rozkğadzie Poissona w oprogramowaniu 

QuantStudioÊ 3D AnalysisSuite (Thermo Fisher Scientific, USA). Wyniki przedstawiano jako 

liczbň kopii przypadajŃcŃ na pojedynczy oocyt.  

Tabela 3.31 Warunki reakcji Digital PCR 

Etap Temperatura Czas Liczba cykli 

Wstňpna 

denaturacja 
96 10 min 1 

Hybrydyzacja 

i elongacja 
60 2 min 

39 

Denaturacja 98 30 s 

Odczyt 

koŒcowy 
60 2 min 1 

ZakoŒczenie 

reakcji  
10 Ð 1 

3.9.5. Oznaczenie poziomu ATP  

Oznaczenie poziomu ATP w oocytach przeprowadzono stosujŃc CellTiter-GloÈ Luminescent 

Cell Viability Assay. TrzydzieŜci oocyt·w od kaŨdego z osobnik·w umieszczono w 50 ÕL 

medium M2 w 96-doğkowej pğytce (Promega, USA), a nastňpnie dodawano 50 ÕL odczynnika 

CellTiter-Glo Reagent, przygotowanego zgodnie z instrukcjŃ producenta. ZawartoŜĺ pğytki 

mieszano przez 2 minuty, inkubowano przez 10 minut w RT w ciemnoŜci i odczytywano sygnağ 

za pomocŃ czytnika pğytek MyGloÊ Reagent Reader. W celu odciňcia sygnağu tğa stosowano 

doğki zawierajŃce wyğŃcznie CellTiter-Glo Reagent wymieszany z medium M2 oraz doğki 

wypeğnione samym medium M2.  
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Wyniki przedstawiano jako stosunek sygnağu z oocyt·w LUN (F1) oraz LL, LC (F2) 

do Ŝredniego sygnağu z oocyt·w kontrolnych (CON - F1; CC - F2) analizowanych tego samego 

dnia.  

3.9.6. Ocena potencjağu redoks 

Og·lny poziom przemian metabolicznych wewnŃtrz oocytu badano nieinwazyjnŃ metodŃ 

bazujŃcŃ na ocenie autofluorescencji emitowanej przez NAD(P)H oraz FAD. Obrazowanie 

wykonano przy uŨyciu mikroskopu konfokalnego LSM800 wyposaŨonego w obiektyw LD 

Plan-Neofluar 40Ĭ/0.6 NA, kt·ry dziňki ruchomym pryzmatom pozwala precyzyjnie dobraĺ 

zakres dğugoŜci fali odczytywanego sygnağu. Zredukowane nukleotydy NADH i NAD(P)H 

zostağy wzbudzone za pomocŃ lasera o dğugoŜci fali 405 nm, a emisjň odczytywano za pomocŃ 

filtra przepuszczajŃcego w zakresie 435-485 nm. Autofluorescencjň FAD odczytywano 

w zakresie 505-550 nm po wzbudzeniu laserem o dğugoŜci fali 488 nm.  

Do pomiaru Ŝredniej intensywnoŜci fluorescencji zastosowano oprogramowanie ZEN Blue 

v3.11. Dla kaŨdej kom·rki jajowej analizowanej indywidualnie, na podstawie obrazu 

fluorescencji cytoplazmatycznej, rňcznie wyznaczano obszar zainteresowania (ROI) 

obejmujŃcy cağy widoczny oocyt. Nastňpnie rejestrowano sygnağ fluorescencji z wyznaczonego 

obszaru. Wynik uŜredniano na podstawie serii obraz·w (tzw. Z-stack) obejmujŃcych cağy 

przekr·j oocytu, aby uniknŃĺ bğňd·w wynikajŃcych z wykorzystania tylko jednej pğaszczyzny. 

Stosunek zredukowanych do utlenionych noŜnik·w elektron·w odzwierciedla stan 

metaboliczny kom·rek, kt·re w gğ·wnym stopniu polegajŃ na fosforylacji oksydacyjnej. 

Jedynie NAD(P)H i FAD sŃ naturalnie fluorescencyjnymi czŃsteczkami, dlatego stosunek 

FAD/(FAD + NAD(P)H) moŨe byĺ wykorzystany do okreŜlenia stanu redoks kom·rki  

(Chance i in. 1979; Georgakoudi i Quinn 2012). OkreŜla siň go jako optyczny wskaŦnik redoks 

(ORR, ang. optical redox ratio). Podczas fosforylacji oksydacyjnej autofluorescencja NADH 

maleje, gdy jest on utleniany do niefluorescencyjnego NAD (w kompleksie I). Natomiast 

autofluorescencja FAD wzrasta w wyniku utlenienia FADH2 (w kompleksie II), co prowadzi 

do wyŨszego ORR, wskazujŃc na zwiňkszonŃ produkcjň ATP (Georgakoudi i Quinn 2012; Tani 

Dunning, 2022).  

Autofluorescencjň NAD(P)H oraz FAD mierzono po umieszczeniu oocyt·w w kropli medium 

M2 i na tej podstawie obliczano teŨ OOR. Po 20 minutach od rozpoczňcia doŜwiadczenia 

do kropli, w kt·rej zawsze znajdowağo siň piňĺ oocyt·w, dodawano medium M2 bŃdŦ 

pirogronian sodu w celu otrzymania nastňpujŃcych stňŨeŒ ï 0,8 mM, 4 mM oraz 10 mM 

i ponownie dokonywano pomiaru autofluorescencji NAD(P)H i FAD.  

3.9.7. Ocena potencjağu bğony mitochondrialnej, stresu oksydacyjnego oraz zawartoŜci 

lipid·w 

Ocenň parametr·w charakteryzujŃcych profil metaboliczny oocyt·w, takich jak potencjağ bğony 

mitochondrialnej, poziom reaktywnych form tlenu (ROS) oraz zawartoŜĺ lipid·w neutralnych 

przeprowadzono we wsp·ğpracy z prof. AnnŃ Ajduk z Zakğadu Embriologii Wydziağu Biologii 

Uniwersytetu Warszawskiego. Zastosowano barwienia fluorescencyjne z uŨyciem sond 

molekularnych: JC-1, CellROXÊ Orange oraz BODIPYÊ 493/503. Obrazowanie wszystkich 

pr·bek przeprowadzono z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego Zeiss Axiovert  

(Carl-Zeiss, Niemcy) wyposaŨonego w cyfrowŃ kamerň AxioCam HRm. Rejestracji obraz·w 

dokonywano przy uŨyciu zestawu filtr·w wzbudzenia i emisji dobranych do zastosowanych 
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barwnik·w. Dla wszystkich kanağ·w fluorescencyjnych stosowano binning 4Ĭ4 oraz 

jednakowe ustawienia ekspozycji w obrňbie kaŨdej serii pomiarowej. Do analizy obrazu uŨyto 

programu ImageJ (National Institutes of Health, USA) oraz ZEN Blue v3.11.  

W kaŨdym eksperymencie Ŝrednia intensywnoŜĺ fluorescencji w oocytach zostağa 

znormalizowana wzglňdem Ŝredniej intensywnoŜci fluorescencji w oocytach kontrolnych 

(CON w przypadku F1 oraz CC w przypadku F2), kt·re byğy pobierane tego samego dnia 

i obrazowane r·wnoczeŜnie.  

3.9.7.1. Ocena potencjağu bğony mitochondrialnej (JC-1) 

Oocyty inkubowano w 2 ÕM roztworze barwnika JC-1 przez 30 minut w ciemnoŜci, w temp. 

37,5ÁC. JC-1 gromadzi siň w mitochondriach w spos·b zaleŨny od ich potencjağu bğonowego: 

w przypadku niskiego potencjağu tworzy monomery emitujŃce zielonŃ fluorescencjň, natomiast 

gdy jest on wysoki ï agregaty emitujŃce fluorescencjň czerwonŃ. Obrazowanie wykonano 

w trybie Z-stack, rejestrujŃc 10 optycznych przekroj·w wzdğuŨ osi Z, oddalonych o 5,5 Õm. 

UŨyto filtr·w wzbudzenia 450-490 nm i 538-562 nm, a emisjň zbierano przy 500ï550 nm 

(zielony kanağ, 20 ms) i 570-640 nm (czerwony kanağ, 30 ms). Potencjağ bğon 

mitochondrialnych okreŜlano jako stosunek intensywnoŜci czerwonej fluorescencji do zielonej, 

obliczany na podstawie sumarycznego sygnağu zebranego ze wszystkich analizowanych 

przekroj·w oocytu. Jako kontrolň zastosowano obrazowanie kom·rek bez barwnika. 

3.9.7.2. Ocena stresu oksydacyjnego (CellROXÊ Orange) 

StňŨenie ROS oceniano z uŨyciem sondy CellROXÊ Orange, kt·ra po utlenieniu emituje 

intensywnŃ pomaraŒczowŃ fluorescencjň. Oocyty inkubowano w 5 ÕM roztworze sondy przez 

30 minut w ciemnoŜci w temp. 37,5ÁC. Po inkubacji wykonano pojedyncze zdjňcia pğaszczyzny 

r·wnikowej kom·rek. Wzbudzenie realizowano przy dğugoŜci fali 538ï562 nm, a emisjň 

rejestrowano przy 570ï640 nm. Czas ekspozycji wynosiğ 100 ms. Poziom stresu oksydacyjnego 

okreŜlano na podstawie Ŝredniej intensywnoŜci fluorescencji w obrňbie cağej kom·rki jajowej. 

Kontrolň stanowiğo obrazowanie bez zastosowania sondy. 

3.9.7.3. Ocena zawartoŜci lipid·w (BODIPYÊ 493/503) 

Do wykrywania kropli lipidowych zastosowano barwnik BODIPYÊ 493/503,  

kt·ry selektywnie wiŃŨe neutralne lipidy w cytoplazmie. Oocyty inkubowano w ciemnoŜci 

i temp. 37,5ÁC przez 30 minut w roztworze barwnika o stňŨeniu 2 Õg/ml, po czym przemywano 

je w PBS i natychmiast obrazowano. UŨyto filtru wzbudzenia 450-490 nm i emisji 500-550 nm. 

Obrazowanie wykonano w trybie Z-stack (10 warstw, odstňp 7 Õm), z czasem ekspozycji 50 ms. 

Analizowano ŜredniŃ intensywnoŜĺ fluorescencji obliczanŃ na podstawie sumarycznego 

sygnağu ze wszystkich analizowanych przekroj·w oocytu. Dodatkowo, w oprogramowaniu 

ZEN Blue v3.11. wykonano dekowolucjň obraz·w w celu poprawy jakoŜci sygnağu i separacji 

sŃsiadujŃcych kropli lipidowych. Nastňpnie przeprowadzono rňczne zliczanie kropli 

lipidowych w kaŨdej kom·rce. Analizň prowadzono na wszystkich analizowanych 

pğaszczyznach oocytu, aby uniknŃĺ wielokrotnego zliczania tych samych struktur. 

3.10. Analiza statystyczna 

Analizy statystyczne przeprowadzono przy uŨyciu oprogramowania GraphPad Prism v10.6.1 

(GraphPad Software, USA) dla co najmniej trzech niezaleŨnych powt·rzeŒ biologicznych. 

Wyniki przedstawiono jako ŜredniŃ Ñ bğŃd standardowy Ŝredniej (SEM) lub medianň, 
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w zaleŨnoŜci od charakterystyki rozkğadu danych. NormalnoŜĺ rozkğadu oceniano  

z wykorzystaniem test·w ShapiroïWilka oraz KoğmogorowaïSmirnowa, natomiast 

jednorodnoŜĺ wariancji weryfikowano odpowiednimi testami dostňpnymi w oprogramowaniu. 

W przypadku por·wnaŒ dw·ch grup stosowano test t-Studenta (dla danych speğniajŃcych 

zağoŨenia parametryczne) lub test U MannaïWhitneya. Analizy obejmujŃce wiňcej niŨ dwie 

grupy przeprowadzano przy uŨyciu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) bŃdŦ testu 

KruskalaïWallisa, w zaleŨnoŜci od speğnienia zağoŨeŒ parametrycznych. W przypadku danych 

pochodzŃcych z r·Ũnych etap·w rozwoju zwierzŃt zastosowano dwuczynnikowŃ analizň 

wariancji (two-way ANOVA) wraz z odpowiednimi testami post hoc dla por·wnaŒ 

wielokrotnych. 

Dob·r test·w statystycznych uzaleŨniano od charakteru rozkğadu danych oraz speğnienia 

zağoŨeŒ dotyczŃcych homogenicznoŜci wariancji. W przypadku mniejszych liczebnoŜci grup, 

przy speğnieniu zağoŨeŒ testu parametrycznego, wyniki dodatkowo weryfikowano za pomocŃ 

odpowiednich test·w nieparametrycznych. W sytuacji rozbieŨnoŜci miňdzy wynikami analiz  

za rozstrzygajŃcy uznawano wynik testu nieparametrycznego. Przy bardzo mağych 

liczebnoŜciach (n = 3) stosowano metody nieparametryczne. 

Potencjalne wartoŜci odstajŃce identyfikowano z uŨyciem funkcji Identify Outliers,  

przy zastosowaniu obiektywnych kryteri·w statystycznych dostňpnych w oprogramowaniu. 

Informacje o zastosowanym teŜcie statystycznym oraz liczebnoŜci analizowanych grup (n), 

podano w podpisach odpowiednich rycin w rozdziale Wyniki. WartoŜĺ n odpowiadağa liczbie 

niezaleŨnych powt·rzeŒ biologicznych (liczbie samic), natomiast w wiňkszoŜci analiz 

dotyczŃcych oocyt·w ï liczbie analizowanych kom·rek jajowych w danej grupie.  

W eksperymencie z hodowlŃ fragment·w ARC n oznaczağo liczbň miot·w.  

Za istotne statystycznie uznawano wyniki z p < 0,05.  
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4. Wyniki  

4.1. Skutki niedoŨywienia matki w okresie laktacji ï analiza fenotypu samic 

w kolejnych pokoleniach 

4.1.1 Masa i skğad ciağa  

W pierwszym etapie badaŒ postanowiono oceniĺ, czy niedoŨywienie matek podczas laktacji, 

wpğywa na masň i skğad ciağa potomstwa po odstawieniu od matki. Dodatkowo analizowano, 

czy zaobserwowane efekty utrzymujŃ siň takŨe w dorosğoŜci, mimo powrotu do standardowego 

Ũywienia (ad libitum). 

Pomiary masy ciağa wykonywano co tydzieŒ, przez pierwsze 10 tygodni Ũycia zwierzŃt, 

poczŃwszy od dnia odstawienia od matki. Skğad ciağa oceniono natomiast w trzech punktach 

czasowych: po zakoŒczeniu restrykcji Ũywieniowej matek i odsadzeniu mğodych (PND21), 

w okresie okoğopokwitaniowym oraz po osiŃgniňciu peğnej dojrzağoŜci pğciowej. Z uwagi  

na op·Ŧnione dojrzewanie pğciowe u samic z grupy LUN, pomiary w dw·ch ostatnich punktach 

czasowych przeprowadzono p·Ŧniej niŨ w grupie kontrolnej. Zar·wno wystŃpienie pierwszej 

fazy estrus, a tym samym osiŃgniňcie okresu okoğopokwitaniowego i peğnej dojrzağoŜci 

pğciowej byğy przesuniňte w czasie u samic LUN Ŝrednio o 6 dni w por·wnaniu do grupy CON. 

Tň r·Ũnicň uwzglňdniono, aby zminimalizowaĺ wpğyw zmiennoŜci wynikajŃcej z faz cyklu 

rujowego, zwğaszcza w okresie okoğopokwitaniowym. Ponadto, samice myszy osiŃgajŃ 

dojrzağoŜĺ pğciowŃ w r·Ũnym tempie, dlatego wyb·r ŜciŜle okreŜlonego punktu czasowego nie 

byğ moŨliwy ï skutkowağoby to duŨŃ zmiennoŜciŃ w poziomach hormon·w pğciowych 

i fizjologii proces·w rozrodczych. Pomiary skğadu ciağa wykonywano w tej samej fazie cyklu 

rujowego ï diestrus.  

R·Ũnice w masie i skğadzie ciağa miňdzy grupami CON i LUN obserwowano na kaŨdym 

z analizowanych etap·w (Ryc. 4.1). Samice LUN cechowağy siň istotnie niŨszŃ masŃ ciağa 

wzglňdem grupy CON (p < 0,0001; Ryc. 4.1 ï A). Byğo to wyraŦnie widocznie w dniu 

ostawienia od matki, gdy samice LUN byğy prawie dwukrotnie lŨejsze od samic z grupy CON. 

Krzywa wzrostu masy ciağa od 3 do 10 tygodnia Ũycia (Ryc. 4.1 ï B) potwierdziğa, Ũe przyrost 

masy w grupie LUN miağ podobnŃ dynamikň jak w grupie CON, ale r·Ũnice pomiňdzy nimi 

utrzymywağy siň przez cağy okres obserwacji (tygodnie 1ï8: p < 0,0001; tydzieŒ 9: p < 0,001; 

tydzieŒ 10: p < 0,01). NiedoŨywienie matki znaczŃco wpğynňğo r·wnieŨ na masň tkanki 

tğuszczowej jej potomstwa, szczeg·lnie w PND21 (p < 0,0001) i w okresie 

okoğopokwitaniowym (p = 0,037; Ryc. 4.1 ï C). U samic LUN masa tkanki tğuszczowej byğa 

niŨsza niŨ w grupie CON. WskaŦnik otğuszczenia (stosunek masy tkanki tğuszczowej  

do beztğuszczowej masy ciağa) byğ niŨszy tylko w PND21 (p < 0,0001), natomiast na 

p·Ŧniejszych etapach Ũycia nie obserwowano r·Ũnic miňdzy grupami (Ryc. 4.1 ï D). 

Beztğuszczowa masa byğa niŨsza u samic z grupy LUN we wszystkich punktach czasowych  

(p < 0,0001 dla PND21 i okresu okoğopokwitaniowego; p = 0,0004 po osiŃgniňciu dojrzağoŜci; 

Ryc. 4.1 ï E). 

W celu oceny potencjalnego wielopokoleniowego wpğywu stresu Ũywieniowego we wczesnym 

okresie Ũycia pokolenia F1, w kolejnym etapie oceniono masň i skğad ciağa pokolenia F2.  

Po odstawieniu od matki F1 stwierdzono niŨszŃ masň ciağa u samic z grupy LL (potomstwo 

rodzic·w F1 naraŨonych na stres Ũywieniowy) w por·wnaniu do grupy CC (potomstwo dwojga 

kontrolnych rodzic·w, p = 0,0422; Ryc. 4.2 ï A). Towarzyszyğa temu niŨsza masa tkanki 
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tğuszczowej (p = 0,0047; Ryc. 4.2 ï C), co potwierdziğ r·wnieŨ niŨszy wskaŦnik otğuszczenia  

(p = 0,0069; Ryc. 4.2 ï D). Warto podkreŜliĺ, Ũe efekt ten nie wystňpowağ w grupie LC 

(potomstwo matki LUN oraz ojca CON). W okresie okoğopokwitaniowym i po osiŃgniňciu 

peğnej dojrzağoŜci pğciowej nie zaobserwowano istotnych r·Ũnic miňdzy grupami w masie ciağa 

i tkanki tğuszczowej (Ryc. 4.2 ï A, C). JednakŨe dojrzağe samice LL miağy niŨszŃ beztğuszczowŃ 

masň w por·wnaniu do samic CC (p = 0,0299; Ryc. 4.2 ï E). 
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Ryc. 4.1 Wpğyw niedoŨywienia matki doŜwiadczonego podczas okresu laktacji na: (A) masň ciağa, (B) dynamikň 

przyrostu masy ciağa do 10 tygodnia Ũycia, (C) masň tkanki tğuszczowej, (D) wskaŦnik otğuszczenia (masa tkanki 

tğuszczowej/beztğuszczowŃ masň ciağa) oraz (E) beztğuszczowŃ masň ciağa u potomstwa (pokolenie F1) na r·Ũnych 

etapach Ũycia. Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM. Gwiazdkami oznaczono r·Ũnice miňdzy grupami w tym 

samym okresie Ũycia (panel B: w kaŨdym punkcie czasowym test t-Studenta; pozostağe panele: dwuczynnikowa 

analiza ANOVA z testem post hoc Ġ²daka dla por·wnaŒ wielokrotnych; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, 

**** p < 0,0001). 
LiczebnoŜĺ grup (n): 

Masa ciağa PND21: CON = 37, LUN = 44 

Masa tkanki tğuszczowej, wskaŦnik otğuszczenia, beztğuszczowa masa ciağa PND21: CON = 21, LUN = 27 

Przyrost masy ciağa w czasie: CON = 7, LUN = 8 

Okres okoğopokw.: CON = 7, LUN = 5 

DojrzağoŜĺ: CON = 6, LUN = 8 



73 

 

PND21 Okoğopokw. DojrzağoŜĺ
0

5

10

15

20

25

M
a

s
a

 c
ia
ğa

 [
g

]
CC LC LLvs.vs.

Ṧ

3 4 5 6 7 8 9 10
0

5

10

15

20

25

TydzieŒ

M
a

s
a

 c
ia
ğa

 [
g

]

CC

LC

LL

PND21 Okoğopokw. DojrzağoŜĺ
0

1

2

3

M
a

s
a

 t
k

a
n

k
i 

tğ
u

s
z
c

z
o

w
e

j 
[g

]

ṦṦ

PND21 Okoğopokw. DojrzağoŜĺ
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

W
s

k
a
Ŧ
n

ik
 o

tğ
u

s
z
c

z
e

n
ia ṦṦ

PND21 Okoğopokw. DojrzağoŜĺ
0

5

10

15

20

B
e

z
tğ

u
s

z
c

z
o

w
a

 m
a

s
a

 c
ia
ğa

 [
g

]

Ṧ

A B

C D

E

 

Ryc. 4.2 Wpğyw historii odŨywiania rodzic·w (F1) na: (A) masň ciağa, (B) dynamikň przyrostu masy ciağa do 10 

tygodnia Ũycia, (C) masň tkanki tğuszczowej, (D) wskaŦnik otğuszczenia (masa tkanki tğuszczowej/beztğuszczowŃ 

masň ciağa) oraz (E) beztğuszczowŃ masň ciağa ich potomstwa (pokolenie F2) na r·Ũnych etapach Ũycia. Dane 

przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM. Gwiazdkami oznaczono r·Ũnice miňdzy grupami w tym samym okresie Ũycia 

(panel B: w kaŨdym punkcie czasowym test Kruskala-Wallisa z testem post hoc Dunna; pozostağe panele: 

dwuczynnikowa analiza ANOVA z testem post hoc Dunnetta dla por·wnaŒ wielokrotnych; *p < 0,05, **p < 0,01) 
LiczebnoŜĺ grup (n): 

PND21: CC = 16, LC = 17, LL = 15 

Przyrost masy ciağa w czasie: CC = 5, LC = 7, LL = 4 

Okres okoğopokw.: CC = 7, LC = 3, LL = 5 

DojrzağoŜĺ: CC = 8, LC = 5, LL = 10 
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4.1.2 Dojrzewanie pğciowe 

W celu okreŜlenia wpğywu niedoŨywienia matki w okresie laktacji na dojrzewanie pğciowe oraz 

przebieg cyklu rujowego u jej ŨeŒskiego potomstwa oceniono wiek pojawienia siň pierwszych 

objaw·w pokwitania, moment rozpoczňcia regularnych cykli rujowych (cyklicznoŜci) oraz 

dğugoŜĺ pojedynczych cykli. 

Uzyskane wyniki wskazujŃ, Ũe samice LUN osiŃgağy dojrzağoŜĺ pğciowŃ p·Ŧniej niŨ CON. 

Zar·wno dzieŒ otwarcia dr·g rodnych (VO, ang. vaginal opening), jak i wystŃpienia pierwszej 

rui (VE, ang. vaginal estrus) nastŃpiğo p·Ŧniej w grupie LUN (p < 0,0001; Ryc. 4.3 ï A, B). 

Tak jak wspomniano wczeŜniej ï dojrzewanie samic LUN byğo przesuniňte w czasie Ŝrednio 

o okoğo 6 dni (Ŝredni wiek osiŃgniňcia VO: CON = 28,35 Ñ 0,22; LUN = 34,04 Ñ 0,36 dni; 

Ŝredni wiek osiŃgniňcia VE: CON = 37,75 Ñ 0,47; LUN = 44,17 Ñ 1,04 dni). 

Analiza krzywej skumulowanego odsetka samic wykazujŃcych VE wskazuje na wyraŦne 

op·Ŧnienie procesu dojrzewania pğciowego u samic LUN (Ryc. 4.3. ï C). Przebieg tego procesu 

w czasie wskazuje, Ũe u samic CON pierwsza ruja pojawiağa siň wczeŜniej i byğa bardziej 

zsynchronizowana w czasie (dni 35-43), natomiast w grupie LUN dojrzewanie samic 

nastňpowağo wolniej i byğo rozproszone w czasie (dni 38-60; Ryc. 4.3 ï C).  

DğugoŜĺ cyklu rujowego nie r·Ũniğa siň miňdzy grupami (Ryc. 4.3 ï D). Natomiast poczŃtek 

wystňpowania regularnych cykli rujowych (cyklicznoŜci), okreŜlony jako dzieŒ wystŃpienia 

fazy proestrus, rozpoczynajŃcej pierwszy prawidğowy cykl, nastňpowağ p·Ŧniej u samic LUN 

(p = 0,0075; Ryc. 4.3 ï E). Analiza przebiegu cykli rujowych ujawniğa, Ũe cykle samic CON 

charakteryzowağy siň typowym, czterofazowym przebiegiem i regularnoŜciŃ (Ryc. 4.3 ï F). 

U samic LUN natomiast obserwowano op·Ŧnienie wystňpowania regularnych cykli rujowych 

oraz zaburzenia rytmu cyklu rujowego. NajczňŜciej wystňpowağy trudnoŜci w przechodzeniu 

do kolejnych faz cyklu w pierwszych tygodniach po odsadzeniu, co przejawiağo siň istotnym 

przedğuŨeniem trwania niekt·rych faz (Ryc. 4.3 ï G). 

W kolejnym kroku postanowiono oceniĺ, czy historia odŨywiania rodzic·w wpğywa  

na dojrzewanie pğciowe i cyklicznoŜĺ ich ŨeŒskiego potomstwa. VO wystŃpiğo p·Ŧniej u samic 

LL w por·wnaniu do samic pochodzŃcych od kontrolnych rodzic·w (CC; p = 0,0123;  

Ryc. 4.4 ï A). Nie stwierdzono natomiast istotnych r·Ũnic w wieku wystŃpienia pierwszej rui 

miňdzy ŨadnŃ z badanych grup (Ryc. 4.4 ï B). Krzywa skumulowanego odsetka samic,  

u kt·rych odnotowano VE, wskazuje na podobny przebieg dojrzewania pğciowego  

we wszystkich grupach, bez wyraŦnego op·Ŧnienia, kt·re obserwowano w pokoleniu F1 (Ryc. 

4.4 ï C). 

Nie zaobserwowano istotnych r·Ũnic miňdzy grupami ani w dğugoŜci pojedynczego cyklu 

rujowego (Ryc. 4.4 ï D), ani w okresie rozpoczňcia regularnych cykli (Ryc. 4.4 ï E). 
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Ryc. 4.3 Konsekwencje niedoŨywienia matek w czasie laktacji w odniesieniu do parametr·w pğciowych jej 

potomstwa (F1). (A) Wiek wystŃpienia otwarcia dr·g rodnych (VO) oraz (B) wiek wystŃpienia pierwszej fazy 

estrus (VE), (C) skumulowany odsetek samic z VE [%] w kolejnych dniach Ũycia, (D) dğugoŜĺ pojedynczego cyklu 

rujowego, (E) wiek rozpoczňcia regularnych cykli, (FïG) Przykğadowe przebiegi cykli rujowych u samic z grupy 

kontrolnej (F) oraz niedoŨywionej (G), monitorowane na podstawie codziennej oceny cytologicznej wymaz·w 

z pochwy. E ï estrus, P ï proestrus, D/M ï diestrus/metestrus. Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM. 

Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy grupami (panele A, B, E: test t-Studenta; panel D: test Mannaï

Whitneya; **p < 0,01, ****p < 0,0001).  

LiczebnoŜĺ grup (n): 

VO, VE: CON = 20; LUN = 24 

Skumulowany odsetek samic: CON = 20; LUN = 24 

DğugoŜĺ cyklu, poczŃtek regularnych cykli: CON = 11; LUN = 11 
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Ryc. 4.4 Wpğyw niedobor·w Ũywieniowych doŜwiadczonych przez rodzic·w we wczesnym okresie Ũycia 

(pokolenie F1) na dojrzewanie pğciowe oraz parametry cyklu rujowego ich ŨeŒskiego potomstwa (pokolenie F2). 

(A) Wiek wystŃpienia otwarcia dr·g rodnych (VO), (B) wiek wystŃpienia pierwszej rui (VE), (C) skumulowany 

odsetek samic z VE [%] w kolejnych dniach Ũycia, (D) dğugoŜĺ cyklu rujowego, (E) wiek rozpoczňcia regularnych 

cykli. Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy grupami (panele 

A, B: jednoczynnikowa analiza ANOVA z testem post hoc Dunnetta; panel D i E: test Kruskala-Wallisa z testem 

post hoc Dunna; *p < 0,05). 

LiczebnoŜĺ grup (n): 

VO,VE: CC =18, LC = 8; LL = 11 

Skumulowany odsetek samic: CC =18, LC = 8; LL = 11 

DğugoŜĺ cyklu, poczŃtek regularnych cykli: CC = 6; LC = 5; LL =4 
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4.1.3 Potencjağ rozrodczy 

Ze wzglňdu na znaczne op·Ŧnienie dojrzewania pğciowego u samic LUN, w kolejnym kroku 

postanowiono oceniĺ, w jaki spos·b niedobory Ũywieniowe we wczesnym okresie Ũycia 

wpğywajŃ na ich zdolnoŜci rozrodcze. W tym celu przeprowadzono dğugoterminowy 

eksperyment, w kt·rym samice LUN oraz CON kojarzono z kontrolnymi samcami, otrzymujŃc 

pary CONǀ x CONǁ oraz LUNǀ x CONǁ. Nastňpnie przez okres 20 tygodni monitorowano 

liczbň ciŃŨ oraz liczbň mğodych urodzonych w kaŨdym miocie. 

Analiza liczby ciŃŨ (Ryc. 4.5 ï A) oraz Ŝredniej wielkoŜci miotu dla kaŨdej pary rodzicielskiej 

(Ryc. 4.5 ï B) nie wykazağa istotnych r·Ũnic miňdzy grupami. Z kolei szczeg·ğowa analiza 

urodzeŒ (obejmujŃca wszystkie mioty w danej grupie bez podziağu na pary rodzicielskie) 

wykazağa, Ũe liczebnoŜĺ pojedynczego miotu w grupie LUN x CON byğa istotnie niŨsza niŨ 

w grupie CON x CON (p = 0,0118; Ryc. 4.5 ï D), choĺ dla cağkowitej liczby mğodych 

przypadajŃcej na parň rodzicielskŃ nie wykazano r·Ũnic (Ryc. 4.5 ï E). 

W analizie potencjağu rozrodczego w czasie nie stwierdzono rozbieŨnoŜci miňdzy grupami 

do 14 tygodnia trwania eksperymentu (Ryc. 4.5 ï C). Po tym czasie zaobserwowano, Ũe 

skumulowana liczba mğodych nadal sukcesywnie wzrastağa dla par CONǀ x CONǁ, podczas 

gdy dla par LUNǀ x CONǁ zaczňğa siň wypğaszczaĺ, by osiŃgnŃĺ plateau w 17 tygodniu. 

Istotne r·Ũnice uwidoczniğy siň wiňc w koŒcowej fazie eksperymentu. Liczba mğodych w 

miocie po ostatniej ciŃŨy byğa niŨsza u samic LUN w por·wnaniu do CON (Ryc. 4.5 ï F;  

p = 0,0397), podobnie jak cağkowita liczba mğodych urodzonych przez parň LUNǀ x CONǁ 

w okresie miňdzy 14 a 20 tygodniem (vs. CONǀ x CONǁ, p = 0,0024 Ryc. 5 ï G).  

W kolejnym etapie oceniono, czy ograniczony potencjağ rozrodczy moŨe utrzymywaĺ siň takŨe 

w pokoleniu F2. Ze wzglňdu na brak wyraŦnych r·Ũnic w masie ciağa oraz dojrzewaniu 

pğciowym, w tym eksperymencie pominiňto grupň LC. Samice CC oraz LL kojarzono 

z samcami kontrolnymi (CC) i otrzymano pary CCǀ x CCǁ oraz LLǀ x CCǁ. W kolejnym 

kroku, tak jak w pokoleniu F1, monitorowano liczbň ciŃŨ oraz liczebnoŜĺ potomstwa w kaŨdym 

miocie. 

Nie stwierdzono istotnych r·Ũnic miňdzy grupami w liczbie ciŃŨ (Ryc. 4.6 ï A), ani w Ŝredniej 

liczbie mğodych w miocie przypadajŃcej na parň (Ryc. 4.6 ï B). R·wnieŨ analiza potencjağu 

rozrodczego w czasie nie ujawniğa jednoznacznych trend·w (Ryc. 4.6 ï C). 

Choĺ Ŝrednio liczba mğodych nie r·Ũniğa siň istotnie miňdzy grupami, rozrodczoŜĺ samic LL 

byğa mniej stabilna (wiňksza wariancja) podczas trwania eksperymentu, na co wskazuje rozkğad 

wartoŜci na rycinie 4.6 ï D. R·wnieŨ cağkowita liczba mğodych na parň byğa por·wnywalna  

w obu grupach (Ryc. 4.6 ï E). 

Podobnie jak w przypadku pokolenia F1 przeŜledzono potencjağ rozrodczy w koŒcowej fazie 

obserwacji (tygodnie 14ï20) i nie stwierdzono r·Ũnic miňdzy grupami w wielkoŜĺ miotu  

po ostatniej ciŃŨy oraz w cağkowitej liczbie mğodych przypadajŃcych na parň (Ryc. 4.6 ï F, G). 
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Ryc. 4.5 Wpğyw niedoŨywienia matek w okresie laktacji na pğodnoŜĺ ich c·rek (F1). (A) Liczba ciŃŨ, (B) Ŝrednia 

liczba mğodych na miot przypadajŃca na parň, (C) skumulowana liczba mğodych w kolejnych tygodniach trwania 

eksperymentu; zaznaczono moment spadku efektywnoŜci rozrodczej w grupie LUN (strzağka). (D) Liczba 

mğodych w kaŨdym miocie (prezentacja rozkğadu wartoŜci), (E) cağkowita liczba mğodych przypadajŃca na parň, 

(F) liczba mğodych w miocie po ostatniej ciŃŨy oraz (G) cağkowita liczba mğodych urodzona miňdzy 14. a 20. 

tygodniem obserwacji. Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy 

grupami (panele B, E, G: test t-Studenta; panele A, D, F: test MannaïWhitneya; *p < 0,05, **p < 0,01). 

LiczebnoŜĺ grup (n):  

CONǀ x CONǁ n = 5  

LUNǀ x CONǁ n = 5 
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Ryc. 4.6 Efekt niedoŨywienia samic F1 w okresie postnatalnym podczas okresu laktacji u matki na parametry 

rozrodcze ich potomstwa (F2): (A) liczbň ciŃŨ, (B) ŜredniŃ liczbň mğodych w miocie przypadajŃcŃ na parň, 

(C) skumulowanŃ liczbň mğodych w kolejnych tygodniach trwania obserwacji, (D) liczbň mğodych w kaŨdym 

miocie (prezentacja rozkğadu wartoŜci), (E) cağkowitŃ liczbň mğodych przypadajŃcych na parň, (F) liczbň mğodych 

w miocie po ostatniej ciŃŨy oraz (G) cağkowitŃ liczbň mğodych urodzonych w tygodniach 14ï20.  

Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM. Brak istotnych statystycznie r·Ũnic miňdzy grupami (panele B, F, G: 

test t-Studenta; panele A, D, E: test MannaïWhitneya). 

LiczebnoŜĺ grup (n):  

CCǀ x CCǁ n = 5  

LLǀ x CCǁ n = 5 

4.1.4 Profil hormonalny  

Op·Ŧnienie dojrzewania pğciowego i zmniejszenie potencjağu rozrodczego samic sugerujŃ, 

Ũe niedostatki Ũywieniowe na wczesnych etapach rozwoju prowadzŃ do rozregulowania osi 

HPG. Postanowiono wiňc zbadaĺ poziom wybranych hormon·w tej osi, a takŨe leptyny, kt·ra 

uwaŨana jest za kluczowy hormon przekazujŃcy do m·zgu informacje o zasobach 

energetycznych organizmu. 

Wykazano, Ũe poziom leptyny u samic LUN byğ obniŨony zar·wno w 21 dniu Ũycia (p < 0,0001; 

Ryc. 4.7 ï A), jak i w okresie okoğopokwitaniowym (p = 0,0055), co odpowiada obniŨonej 

masie tkanki tğuszczowej u tych zwierzŃt.  

W PND21 stwierdzono r·wnieŨ podwyŨszone stňŨenie LH u samic LUN w por·wnaniu 

do zwierzŃt kontrolnych (p = 0,0478; Ryc. 4.7 ï B). Natomiast poziom androstendionu byğ w tej 
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grupie niŨszy (p = 0,0316; Ryc. 4.7 ï C). Pomimo obniŨonego stňŨenia androstendionu, kt·ry 

jest substratem do produkcji estrogen·w, nie odnotowano r·Ũnic w poziomie E2 miňdzy 

grupami (Ryc. 4.7 ï D).  

Po osiŃgniňciu dojrzağoŜci pğciowej nie wykazano istotnych r·Ũnic miňdzy grupami 

w poziomach pozostağych hormon·w, poza progesteronem, kt·rego stňŨenie byğo niŨsze 

u samic LUN (vs. CON, p = 0,0055; Ryc. 4.7 ï E).  

Analogiczne analizy przeprowadzono u samic pokolenia F2. WiňkszoŜĺ hormon·w na kaŨdym 

z badanych etap·w rozwoju utrzymywağa siň na podobnym poziomie. Co istotne, w 21 dniu 

Ũycia u samic z grupy LL zaobserwowano podwyŨszone stňŨenie E2 wzglňdem grupy CC 

(p = 0,0065; Ryc. 4.8 ï D).  
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Ryc. 4.7 Profil hormonalny samic pokolenia F1 na r·Ũnych etapach rozwoju. StňŨenia: (A) leptyny, (B) LH, 

(C) androstendionu, (D) E2 oraz (E) progesteronu. Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM. Gwiazdkami 

oznaczono r·Ũnice miňdzy protokoğami Ũywieniowymi w tym samym okresie Ũycia (test t-Studenta lub 

dwuczynnikowa analiza ANOVA z testem post hoc Ġ²daka dla por·wnaŒ wielokrotnych; *p < 0,05, **p < 0,01, 

****p < 0,0001). 

LiczebnoŜĺ grup (n):  

Leptyna: PND21 ï CON = 6, LUN = 5; Okoğopokwitaniowy ï CON = 6, LUN = 5; DojrzağoŜĺ ï CON = 5, 

LUN = 6 

LH: PND21 ï CON = 7, LUN = 6; Okoğopokwitaniowy ï CON = 5, LUN = 5; DojrzağoŜĺ ï CON = 7, LUN = 7 

Androstendion: PND21 ï CON = 7, LUN = 8; DojrzağoŜĺ ï CON = 4, LUN = 5 

E2: CON = 6, LUN = 4 

Progesteron: PND21 ï CON = 9, LUN = 9; DojrzağoŜĺ ï CON = 4, LUN = 6 
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Ryc. 4.8 Profil hormonalny samic pokolenia F2 na r·Ũnych etapach rozwoju. StňŨenia: (A) leptyny, (B) LH, 

(C) androstendionu, (D) E2 oraz (E) progesteronu. Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM. Gwiazdkami 

oznaczono r·Ũnice miňdzy grupami w tym samym okresie Ũycia (jednoczynnikowa ANOVA lub dwuczynnikowa 

analiza ANOVA z testem post hoc Dunnetta dla por·wnaŒ wielokrotnych; **p < 0,01). 

LiczebnoŜĺ grup (n):  

Leptyna: PND21 ï CC = 4, LC = 6, LL = 5; DojrzağoŜĺ ï CC = 7, LC = 5, LL = 7 

LH: PND21 ï CC = 6, LC = 6, LL = 7; DojrzağoŜĺ ï CC = 7, LC = 5, LL = 6 

Androstendion: PND21 ï CC = 7, LC = 7, LL = 8; DojrzağoŜĺ ï CC = 5, LC = 4, LL = 5  

E2: CON = 7, LC = 5, LL = 7; Progesteron: PND21 ï CC = 7, LC = 6, LL = 8;  

DojrzağoŜĺ ï CC = 4, LC = 5, LL = 4 
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4.1.5 Liczba pňcherzyk·w jajnikowych i odpowiedŦ na stymulacjň hormonalnŃ  

Z uwagi na r·Ũnice w masie i skğadzie ciağa, poziomach hormon·w oraz op·Ŧnienie 

dojrzewania pğciowego u potomstwa na przestrzeni pokoleŒ (F1, F2) postanowiono 

przeprowadziĺ analizň morfometrycznŃ jajnik·w.  

Analizň rozpoczňto od oszacowania objňtoŜci gonad na podstawie wymiar·w skrawk·w 

jajnik·w oraz obliczenia Ŝredniego pola powierzchni pojedynczych skrawk·w analizowanych 

u danego osobnika, aby oceniĺ, czy r·Ũnice w masie ciağa w 21 dniu Ũycia znajdujŃ 

odzwierciedlenie w wielkoŜci jajnik·w. Wykonana analiza morfometryczna wykazağa,  

Ũe objňtoŜĺ jajnik·w nie r·Ũniğa siň istotnie miňdzy grupami (Ryc. 4.9 ï A). Stwierdzono 

natomiast istotnŃ r·Ũnicň w Ŝrednim polu powierzchni pojedynczych skrawk·w, kt·re byğo 

wyraŦnie mniejsze u samic LUN niŨ u samic CON (p = 0,0038; Ryc. 4.9 ï B). 

W kolejnym kroku analizowano poszczeg·lne typy pňcherzyk·w jajnikowych. Podczas analizy 

obrazu preparat·w histologicznych liczono pňcherzyki drugorzňdowe, wczesnoantralne oraz 

antralne/przedowulacyjne. Z uwagi na r·Ũnice w poziomie progesteronu u dojrzağych pğciowo 

samic dodatkowo oceniano liczbň ciağek Ũ·ğtych oraz ich Ŝrednicň. Sprawdzono r·wnieŨ 

odpowiedŦ dorosğych osobnik·w na stymulacjň hormonalnŃ, ewidencjonujŃc liczbň 

owulowanych oocyt·w.  

Liczba pňcherzyk·w drugorzňdowych byğa obniŨona jedynie u w peğni dojrzağych pğciowo 

samic LUN (p = 0,0208; Ryc. 4.9 ï C), natomiast spadek w liczbie pňcherzyk·w 

antralnych/przedowulacyjnych odnotowano na wszystkich analizowanych etapach rozwoju  

(p = 0,0217 dla PND21, p = 0,0018 dla okresu okoğopokwitaniowego i p = 0,0103 dla okresu 

dojrzağoŜci; Ryc. 4.9 ï E). Nie stwierdzono natomiast r·Ũnic w liczbie pňcherzyk·w 

wczesnoantralnych, liczbie ciağek Ũ·ğtych ani w ich Ŝrednicy miňdzy samicami LUN a CON 

(Ryc. 4.9 ï D, F, G). 

BiorŃc pod uwagň r·Ũnice odnotowane u samic F1 w 21 dniu Ũycia, dokonano r·wnieŨ oceny 

wielkoŜci jajnik·w oraz liczby pňcherzyk·w jajnikowych w pokoleniu F2 na tym samym etapie 

rozwoju. Z uwagi na brak r·Ũnic fenotypowych oraz hormonalnych w grupie LC, zostağa ona 

pominiňta w analizie morfometrycznej jajnik·w. Nie wykazano r·Ũnic w rozmiarze jajnik·w 

miňdzy samicami CC i LL (Ryc. 4.10 ï A, B). Podobnie, nie odnotowano istotnych zmian 

w liczbie poszczeg·lnych typ·w pňcherzyk·w jajnikowych (Ryc. 4.10 ï C, D, E).   

Liczba owulowanych oocyt·w u samic z grup CON i LUN w odpowiedzi na stymulacjň 

hormonalnŃ w obu zastosowanych protokoğach superowulacji byğa por·wnywalna (Ryc. 4.11 ï 

A, B). CiekawŃ obserwacjŃ w pokoleniu F2 byğa natomiast niŨsza wydajnoŜĺ owulacji u samic 

LL przy zastosowaniu protokoğu z PMSG + hCG (p = 0,0135; Ryc. 4.11 ï D). Po zastosowaniu 

preparatu hyperOVA + hCG, kt·ry zawiera dodatkowo przeciwciağa przeciwko inhibinie 

(znoszŃc jej hamujŃcy wpğyw na wydzielanie FSH i zwiňkszajŃc wydajnoŜĺ owulacji; CON 

po hyperOVA vs. po PMSG: p = 0,0002, test t-Studenta), obserwowana wczeŜniej r·Ũnica nie 

wystňpowağa (Ryc. 4.11 ï C).  
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Ryc. 4.9 Analiza morfometryczna jajnik·w samic pokolenia F1. (A) ObjňtoŜĺ jajnik·w, (B) Ŝrednie pole 

powierzchni analizowanych skrawk·w oraz liczba pňcherzyk·w jajnikowych: (C) drugorzňdowych,  

(D) wczesnoantralnych, (E) antralnych/przedowulacyjnych. Liczba ciağek Ũ·ğtych (F) oraz ich Ŝrednica (G).  

Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy grupami (panel A:  

test Manna-Whitneya; panel B: test t-Studenta; panele C-G: dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Ġ²daka 

dla por·wnaŒ wielokrotnych; *p < 0,05, **p < 0,01). 

LiczebnoŜĺ grup (n):  

PND21: CON = 4, LUN = 4 

Okres okoğopokw.: CON = 3, LUN = 3 

DojrzağoŜĺ: CON = 6, LUN = 6 
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Ryc. 4.10 Analiza morfometryczna jajnik·w samic pokolenia F2 w 21 dniu Ũycia (PND21). (A) ObjňtoŜĺ jajnik·w, 

(B) Ŝrednie pole powierzchni analizowanych skrawk·w oraz liczba pňcherzyk·w jajnikowych:  

(C) drugorzňdowych, (D) wczesnoantralnych, (E) antralnych/przedowulacyjnych. Dane przedstawiono jako 

Ŝrednia Ñ SEM. Brak r·Ũnic miňdzy grupami (panele B, C, D: test t-Studenta; panele A i E: test MannaïWhitneya). 

LiczebnoŜĺ grup (n):  

PND21: CC = 4, LL = 6 
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Ryc. 4.11 Wpğyw niedoŨywienia samic podczas laktacji na liczbň owulowanych oocyt·w po stymulacji 

hormonalnej jej ŨeŒskiego potomstwa przy uŨyciu (A) hyperOVA + hCG lub (B) PMSG + hCG. Analiza tych 

samych parametr·w zostağa wykonana takŨe w kolejnym pokoleniu myszy (F2) po stymulacji (C) hyperOVA + 

hCG lub (D) PMSG + hCG. Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice 

miňdzy grupami (panel Ai B: test t-Studenta; panel C: jednoczynnikowa ANOVA z testem post hoc Dunnetta; 

panel D: test Kruskala-Wallisa z testem post hoc Dunna; *p < 0,05). 

LiczebnoŜĺ grup (n):  

hyperOVA + hCG: CON = 8, LUN = 7; CC = 6; LC = 5; LL = 6 

PMSG + hCG: CON = 8, LUN = 6; CC = 8; LC = 6; LL = 8 

 

4.2 Wpğyw niedobor·w Ũywieniowych we wczesnym okresie Ũycia  

na transkryptom jajnika w ujňciu wielopokoleniowym 

W celu zidentyfikowania molekularnych konsekwencji niedoŨywienia matki w okresie laktacji 

w ukğadzie rozrodczym jej potomstwa, przeprowadzono analizň transkryptomu jajnik·w samic 

pokolenia F1 (CON n = 6; LUN n = 6), kt·re pobrano w dniu odstawienia od matki (21 dzieŒ 

Ũycia). Do analiz wykorzystano r·wnieŨ jajniki pochodzŃce od samic pokolenia F2 (CC n = 5; 

LC n = 4; LL n = 4), kt·re pozyskano na tym samym etapie rozwoju (PND21), co materiağ 

z pokolenia F1. 

W jajnikach samic LUN odnotowano wzrost ekspresji 619 gen·w i zmniejszenie ekspresji  

169 gen·w (-log10 dla wartoŜci P-adjusted < 0,05 oraz log2FC Ó 0,58 lub log2FC Ò -0,58) 

w por·wnaniu do grupy CON (Ryc. 4.12).  

W celu biologicznej interpretacji zidentyfikowanych gen·w o zr·Ũnicowanej ekspresji (DEGs, 

ang. differentially expressed genes), przeprowadzono analizň nadreprezentacji gen·w 

z wykorzystaniem baz danych Gene Ontology (GO), Kyoto Encyclopedia of Genes 
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and Genomes (KEGG), Reactome oraz WikiPathways. Analiza danych pokolenia F1 ujawniğa, 

Ũe liczne DEGs (LUN vs. CON) zaangaŨowane sŃ w procesy zwiŃzane z metabolizmem lipid·w 

oraz jego regulacjŃ (Ryc. 4.13). Z kolei wŜr·d proces·w, kt·rych aktywnoŜĺ zostağa osğabiona 

znalazğy siň m.in. te zwiŃzane z syntezŃ i metabolizmem hormon·w steroidowych (Ryc. 4.14). 

Na rycinie 4.15 przedstawiono 50 DEGs ï 25 o najwyŨszych oraz 25 o najniŨszych wartoŜciach 

log2FC. 

Aby wytypowaĺ geny, kt·re mogğyby mieĺ najwiňksze znaczenie w kontekŜcie programowania 

Ũywieniowego funkcji rozrodczych w odpowiedzi na niedob·r skğadnik·w odŨywczych, 

w tabeli 4.1 zestawiono kategorie proces·w biologicznych, w kt·re zaangaŨowane byğy geny 

o najwyŨszych wartoŜciach |log2FC|, ze szczeg·lnym uwzglňdnieniem proces·w zwiŃzanych 

z metabolizmem i transportem tğuszcz·w. Pomimo Ũe zgodnie z bazŃ GO w niekt·rych 

procesach uczestniczyğo wiňcej DEGs, tabela ograniczona zostağa do maksymalnie 20 gen·w  

o najwyŨszym |log2FC| w danym procesie. Na podstawie otrzymanych danych do dalszej 

walidacji przy uŨyciu metody RT-qPCR wytypowano 5 gen·w ï Ces1d (log2FC = 3,17), Ces1f 

(2,75), Cd36 (1,31), Nr1h3 (1,02) oraz Cidec (2,73). Wyniki RT-qPCR byğy sp·jne z danymi 

uzyskanymi dla RNA-seq i potwierdziğy zwiňkszonŃ ekspresjň wybranych gen·w w jajnikach 

samic LUN w por·wnaniu do CON (Ces1d: p < 0,0001, Ces1f: p = 0,026, Cd36: p = 0,0057, 

Nr1h3: p = 0,0123, Cidec p = 0,0065; Ryc. 4.16).   

BazujŃc na wynikach RNA-seq i ELISA, sugerujŃcych zahamowanie szlak·w zwiŃzanych 

z syntezŃ hormon·w steroidowych, dodatkowo zdecydowano o walidacji wybranych gen·w 

zaangaŨowanych w te szlaki za pomocŃ RT-qPCR: Cyp11a1 (log2FC = -1,46), Cyp17a1 (-2,17) 

oraz Hsd3b1(-0,84). Potwierdzono wynik uzyskany dla genu Hsd3b1 (p < 0,001; Ryc. 4.17- 

A). Dla gen·w Cyp11a1 oraz Cyp17a1 nie wykazano zmian w ekspresji za pomocŃ RT-qPCR 

(Ryc. 4.17 ï A), za co odpowiedzialna mogğa byĺ wiňksza zmiennoŜĺ (wariancja) wewnŃtrz 

grup CON (0,28Ñ0,09 dla Cyp11a1) i LUN (0,039Ñ0,01 dla Cyp17a1).  

Dodatkowo, mimo Ũe gen ten nie zostağ wytypowany w analizie RNA-seq, zdecydowano 

o ocenie ekspresji genu Star metodŃ RT-qPCR. Wykazano, Ũe w grupie LUN byğa ona obniŨona 

(vs. CON; p = 0,024; Ryc. 4.17 ï A). 

WŜr·d DEGs zidentyfikowano r·wnieŨ geny kodujŃce receptory dla hormon·w, np. E2 ï Esr1 

(log2FC = 0,66), a takŨe te kodujŃce podjednostki inhibin i aktywin: Inha (-0,72), Inhba (-1,97) 

oraz Inhbb (-1,37). Profil ekspresji Esr1 byğ zgodny z wynikami RNA-seq (Esr1: p = 0,003, 

Ryc. 4.17 ï B). Jego ekspresja byğa obniŨona w grupie LUN. Natomiast spoŜr·d gen·w 

kodujŃcych inhibiny jedynie Inhba wykazağ r·Ũnicň w ekspresji w analizie RT-qPCR  

(p < 0,0001; Ryc. 4.17 ï C).  

Podobnie jak w przypadku genu Star, zdecydowano takŨe oceniĺ ekspresjň genu Lhcgr  

w jajnikach metodŃ RT-qPCR. W grupie LUN wykazano jej podwyŨszenie w por·wnaniu  

z grupŃ kontrolnŃ (p = 0,0039: Ryc. 4.17 ï B). 

Kolejnym krokiem byğa ocena zmian ekspresji gen·w zwiŃzanych ze steroidogenezŃ 

i dojrzewaniem pňcherzyk·w u dorosğych samic. Na rycinie 4.18 przedstawiono tylko te geny, 

dla kt·rych obserwowano r·Ũnice lub tendencje do r·Ũnic w ekspresji. W okresie 

okoğopokwitaniowym profil ekspresji Star byğ podobny do tego u mğodszych samic, jednak nie 

wykazano istotnoŜci statystycznej (p = 0,0899). W odr·Ũnieniu od PND21, po osiŃgniňciu 

peğnej dojrzağoŜci pğciowej ekspresja Hsd3b1 byğa wyŨsza u samic LUN (vs. CON; p = 0,013). 
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Ryc. 4.12 Zmiana ekspresji gen·w w jajnikach samic pokolenia F1 w odpowiedzi na przejŜciowe niedoŨywienie 

matki w okresie laktacji. KaŨdy punkt na wykresie odpowiada pojedynczemu genowi. OŜ X przedstawia logarytm 

ze zmiany wzglňdnej ekspresji genu (log2FC), natomiast oŜ Y reprezentuje logarytm ze skorygowanej wartoŜci 

istotnoŜci statystycznej (-log10 P-adjusted). Geny o najwyŨszej istotnoŜci statystycznej znajdujŃ siň najwyŨej 

na wykresie, a te, kt·re wykazujŃ najwiňksze zmiany ekspresji (LUN vs. CON), sŃ najbardziej oddalone od zera 

na osi X.
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Ryc. 4.13 Podsumowanie wynik·w analizy ontologicznej (GO, ang. Gene Ontology) gen·w o podwyŨszonej ekspresji w jajnikach samic LUN w 21 dniu Ũycia. Zidentyfikowano 

trzy gğ·wne kategorie GO: procesy biologiczne (BP), komponenty kom·rkowe (CC) oraz funkcje molekularne (MF). Na osi X zaznaczono procentowy udziağ gen·w 

o zr·Ũnicowanej ekspresji (DEGs, ang. differentially expressed genes; - log10 dla wartoŜci P-adjusted < 0,05 oraz log2FC Ó 0,58) przypisywanych do danego terminu GO. 

Kolor punkt·w odzwierciedla poziom istotnoŜci statycznej, z kolei ich rozmiar reprezentuje liczbň DEGs zaangaŨowanych w dany proces.
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Ryc. 4.14 Podsumowanie wynik·w analizy ontologicznej (GO, ang. Gene Ontology) gen·w o obniŨonej ekspresji w jajnikach samic LUN w 21 dniu Ũycia. Zidentyfikowano 

dwie gğ·wne kategorie GO: procesy biologiczne (BP) oraz funkcje molekularne (MF). Na osi X zaznaczono procentowy udziağ gen·w o zr·Ũnicowanej ekspresji 

(DEGs, ang. differentially expressed genes; - log10 dla wartoŜci P-adjusted < 0,05 oraz log2FC Ò -0,58) przypisywanych do danego terminu GO. Kolor punkt·w odzwierciedla 

poziom istotnoŜci statycznej, z kolei ich rozmiar reprezentuje liczbň DEGs zaangaŨowanych w dany proces.
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Ryc. 4.15 Mapa cieplna przedstawiajŃca znormalizowany profil ekspresji (Z-score) 50 gen·w o najwiňkszych 

zmianach ekspresji w jajnikach samic LUN w por·wnaniu do CON (25 o najwyŨszych i 25 o najniŨszych 

wartoŜciach log2FC); wiersze (geny) i kolumny (osobniki) uporzŃdkowano metodŃ hierarchicznego klastrowania 

aglomeracyjnego z wykorzystaniem euklidesowej miary odlegğoŜci i metody ğŃczenia complete. Skala barw 

od zielonej do czerwonej oznacza odpowiednio obniŨonŃ i podwyŨszonŃ ekspresjň przedstawionŃ jako Z-score 

(wartoŜĺ obliczona jako odchylenie od Ŝredniej i podzielona przez odchylenie standardowe ekspresji danego genu 

wŜr·d wszystkich osobnik·w). 
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Tabela 4.32 Kategorie proces·w biologicznych, do kt·rych na podstawie termin·w Gene Ontology 

(GO) przypisano geny o zr·Ũnicowanej ekspresji w jajnikach samic LUN, ze szczeg·lnym 

uwzglňdnieniem proces·w zwiŃzanych z metabolizmem i transportem lipid·w. W kaŨdej kategorii 

uwzglňdniono maksymalnie 20 gen·w o najwyŨszych wartoŜciach |log2FC|. Kategorie uporzŃdkowano 

wedğug liczby przypisanych gen·w. 

Kategoria ID 
Liczba 

gen·w 
Symbole wybranych gen·w* 

OdpowiedŦ na lipidy GO:0033993 69 

Pck1, Ces1d, Ces1f, Spp1, Avpr1a, Slpi, 

Adipoq, Fmo1, Fgf10, Acp5, Pappa, Penk, 

Akr1c19, Ptgds, Cd36, Adh1, Sult1a1, 

Acsl1, Ildr1, Vdr  

Lokalizacja lipid·w GO:0010876 41 

Ces1d, Ces1f, Cidec, Spp1, Fabp4, Igfbp3, 

Rbp7, Pla2g4f, Adipoq, Gpihbp1, Pnpla2, 

Cd36, Apoc1, Acsl1, Abca8a, Nr1h3, Lpl, 

Agtr1a, Retn, C3 

Regulacja lokalizacji 

lipid·w 
GO:1905952 24 

Ces1d, Ces1f, Spp1, Igfbp3, Adipoq, 

Pnpla2, Cd36, Apoc1, Acsl1, Abca8a, 

Nr1h3, Lpl, Agtr1a, Retn, C3, Apoe, 

Ecrg4, Abcb4, Pparg, Apoa4 

Homeostaza lipid·w GO:0055088 19 

Ces1d, Ces1f, Fabp4, Hnf4a, Gpihbp1, 

Pnpla2, Negr1, Nr1h3, Lpl, Apoe, Adora1, 

Abcb4, Angptl4, Apoa4, Rcn3, Fabp3, 

Gramd1b, Lipg, Ldlr 

Dodatnia regulacja 

lokalizacji lipid·w 
GO:1905954 19 

Ces1d, Ces1f , Spp1, Adipoq, Cd36, Acsl1, 

Abca8a, Nr1h3, Lpl, Retn, C3, Apoe, 

Ecrg4, Abcb4, Pparg, Abca7, Fabp3, Lipg, 

Lrat 

Dodatnia regulacja 

transportu lipid·w 
GO:0032370 16 

Ces1d, Ces1f, Spp1, Adipoq , Acsl1, 

Abca8a, Nr1h3, Retn, Apoe, Ecrg4, Abcb4, 

Pparg, Abca7, Fabp3, Lipg, Lrat 

Magazynowanie lipid·w GO:0019915 13 
Ces1d, Ces1f , Cidec, Acvr1c, Pnpla2, 

Negr1, Cd36, Nr1h3, Lpl, C3, Apoe, 

Pparg, Lrat  

Ujemna regulacja 

lokalizacji lipid·w 
GO:1905953 8 Ces1d, Ces1f , Igfbp3, Pnpla2, Apoc1, 

Nr1h3, Apoe, Pparg 

Regulacja magazynowania 

lipid·w 
GO:0010883 8 Ces1d, Ces1f, Pnpla2, Cd36, Nr1h3, Lpl, 

C3, Pparg 

Eksport lipid·w z kom·rki GO:0140353 6 Spp1, Igfbp3, Agtr1a, Retn, Ecrg4, Inhba  

Ujemna regulacja 

magazynowania lipid·w 
GO:0010888 5 Ces1d, Ces1f, Pnpla2, Nr1h3, Pparg 

Regulacja rozmieszczenia 

lipid·w w bğonie 
GO:0097035 5 Atp10b, Kcnn4, Abcb4, Xkr4, Abca7 
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kom·rkowej 

Ujemna regulacja 

transportu lipid·w 
GO:0032369 4 Igfbp3, Apoc1, Nr1h3, Apoe 

Trawienie lipid·w GO:0044241 3 Cd36, Apoa4, Ldlr 

Dodatnia regulacja 

magazynowania lipid·w 
GO:0010884 3 Cd36, Lpl, C3 

*maksymalnie 20 gen·w o najwyŨszym |log2FC| w danym procesie. 

CON LUN
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

Ces1d

E
k

s
p

re
s

ja
 g

e
n

u
 [

A
U

]

ṦṦṦṦ

CON LUN 
0.000

0.005

0.010

0.015

0.020

0.025

Ces1f

E
k

s
p

re
s

ja
 g

e
n

u
 [

A
U

]

Ṧ

CON LUN
0.0

0.5

1.0

1.5

Cd36

E
k

s
p

re
s

ja
 g

e
n

u
 [

A
U

]

ṦṦ

CON LUN
0.00

0.05

0.10

0.15

Nr1h3

E
k

s
p

re
s

ja
 g

e
n

u
 [

A
U

]

Ṧ

CON LUN
0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

Cidec

E
k

s
p

re
s

ja
 g

e
n

u
 [

A
U

]

ṦṦ

 

Ryc. 4.16 Ekspresja wybranych gen·w zwiŃzanych z metabolizmem lipid·w w jajnikach samic pokolenia F1. 

Przedstawiono wzglňdnŃ ekspresjň gen·w Ces1d, Ces1f, Cd36, Nr1h3 oraz Cidec w jajnikach pochodzŃcych  

z 21 dnia Ũycia (PND21). Wyniki zostağy znormalizowane wzglňdem Ŝredniej geometrycznej wzglňdnej ekspresji 

gen·w referencyjnych Hprt oraz Ppib i przedstawione jako Ŝrednia Ñ SEM w jednostkach umownych (AU ï ang. 

arbitrary units). Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy grupami (test t-Studenta; *p < 0,05, **p < 0,01, 

****p < 0,0001). 

LiczebnoŜĺ grup (n):  

CON = 6, LUN = 6 
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Ryc. 4.17 Ekspresja wybranych gen·w zwiŃzanych z (A) produkcjŃ hormon·w steroidowych, (B) odpowiedziŃ 

na hormony osi HPG oraz (C) dojrzewaniem pňcherzyk·w jajnikowych w jajnikach samic pokolenia F1. 

Przedstawiono wzglňdnŃ ekspresjň gen·w Star, Cyp11a1, Cyp17a1, Hsd3b1, Esr1, Lhcgr, Inha, Inhba oraz Inhbb 

w jajnikach pochodzŃcych z 21 dnia Ũycia. Wyniki zostağy znormalizowane wzglňdem Ŝredniej geometrycznej 

wzglňdnej ekspresji gen·w referencyjnych Hprt oraz Ppib i przedstawione jako Ŝrednia Ñ SEM w jednostkach 

umownych (AU ï ang. arbitrary units). Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy grupami (test t-Studenta 

lub Manna-Whitneya w zaleŨnoŜci od normalnoŜci rozkğadu; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,  

****p < 0,0001). 

LiczebnoŜĺ grup (n):  

Star, Cyp11a1, Inhbb: CON = 7, LUN = 5 

Pozostağe geny: CON = 10, LUN = 9 
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Ryc. 4.18 Ekspresja wybranych gen·w zwiŃzanych z produkcjŃ hormon·w steroidowych w jajnikach dorosğych 

samic pokolenia F1. Przedstawiono wzglňdnŃ ekspresjň gen·w Star oraz Hsd3b1 w okresie okoğopokwitaniowym 

i po osiŃgniňciu dojrzağoŜci pğciowej. Wyniki zostağy znormalizowane wzglňdem Ŝredniej geometrycznej 

wzglňdnej ekspresji gen·w referencyjnych Hprt oraz Ppib i przedstawione jako Ŝrednia Ñ SEM w jednostkach 

umownych (AU ï ang. arbitrary units). Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy grupami (dwuczynnikowa 

ANOVA z testem post hoc Ġ²daka; *p < 0,05). 
LiczebnoŜĺ grup (n):  

Okres okoğopokw.: CON = 7, LUN = 5 

DojrzağoŜĺ: CON = 8, LUN = 8 

Nastňpnie przeprowadzono analizň por·wnawcza gen·w o zr·Ũnicowanej ekspresji w pokoleniu F2. 

Liczba DEGs miňdzy grupŃ LL a CC wynosiğa 336, natomiast miňdzy grupŃ LC a CC ï 244. Dalsza 

analiza zostağa ukierunkowana przede wszystkim na te geny, kt·rych ekspresja byğa istotnie zmieniona 

juŨ w pokoleniu F1, tak by wyodrňbniony zbi·r umoŨliwiğ wskazanie gen·w, kt·re mogğyby peğniĺ rolň 

molekularnych znacznik·w pamiňci Ŝrodowiskowej. W por·wnaniu LL vs. CC zidentyfikowano 75 

DEGs wsp·lnych z pokoleniem F1, natomiast w por·wnaniu LC vs. CC byğo ich 7 (Ryc. 4.19).  

W grupie LL szczeg·lnŃ uwagň zwr·cono na geny zwiŃzane z metabolizmem lipid·w: Ces1d 

(log2FC = 0,81) oraz Ces1f (log2FC = 2,34; Ryc. 4.20 ï A). Ich ekspresjň zweryfikowano za pomocŃ 

metody RT-qPCR. Wykazano podwyŨszonŃ ekspresjň genu Ces1d w jajnikach samic LL w por·wnaniu 

do grupy CC (p = 0,0144; Ryc. 4.20 ï C). W przypadku Ces1f zaobserwowano podobnŃ tendencjň, 

jednak r·Ũnica nie osiŃgnňğa poziomu istotnoŜci statystycznej (p = 0,0556; Ryc. 4.20 ï C). InteresujŃce, 

Ũe dla genu Cyp17a1 zaobserwowano odwrotny profil ekspresji w por·wnaniu do wynik·w RNA-seq 

uzyskanych w pokoleniu F1 (LL vs. CC: log2FC = 0,697). Analiza RT-qPCR potwierdziğa zwiňkszonŃ 

ekspresjň tego genu w jajnikach samic LL (vs. CC; p = 0,0373; Ryc. 4.20 ï C).  

WŜr·d DEGs miňdzy grupŃ LC a grupŃ CC, kt·re jednoczeŜnie wykazywağy sp·jnoŜĺ z profilem 

ekspresji obserwowanym w pokoleniu F1, znalazğ siň m.in. gen Pnpla2, kodujŃcy kluczowy enzym 

uczestniczŃcy w rozkğadzie tr·jgliceryd·w (Ryc. 4.20 ï B). Ekspresja Pnpla2 byğa podwyŨszona 

zar·wno u samic LUN (vs. CON, log2FC = 1,38; p < 0,0001), jak i samic LC (vs. CC, log2FC = 0,73; 

p < 0,0001).  
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Genem wsp·lnym dla trzech por·wnaŒ okazağ siň Hmcn2, kodujŃcy biağko hemicentynň-2 

odpowiedzialnŃ za adhezjň kom·rek (Ryc. 4.20). Ekspresja tego genu ulegğa zwiňkszeniu w grupie LUN 

(vs. CON, log2FC = 1,00; p < 0,0001), a takŨe LC (vs. CC, log2FC = 0,61; p = 0,000106) i LL (vs. CC, 

log2FC = 1,03; p < 0,0001). 

Ryc. 4.19 Diagram Venna ilustrujŃcy liczbň gen·w o zmienionej ekspresji (DEGs, ang. differentially expressed 

genes) w jajnikach samic pokolenia F1 (por·wnanie LUN vs. CON) oraz F2 ï w por·wnaniach LL vs. CC oraz 

LC vs. CC. CzňŜci wsp·lne wskazujŃ geny, kt·rych ekspresja byğa zmieniona w dw·ch lub trzech analizowanych 

grupach. 

F1 
LUN vs. CON 

F2 
LL vs. CC 

LC vs. CC 
F2 
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Ryc. 4.20 Profil ekspresji gen·w zachowany w pokoleniu F2. Mapy cieplne przedstawiajŃ por·wnanie zmian 

ekspresji (log FC) wsp·lnych DEGs dla: (A) F1 (LUN vs. CON) i F2 (LL vs. CC) oraz (B) F1 (LUN vs. CON)  

i F2 (LC vs. CC). Wiersze (geny) i kolumny (osobniki) uporzŃdkowano metodŃ hierarchicznego klastrowania 

aglomeracyjnego z wykorzystaniem euklidesowej miary odlegğoŜci i metody ğŃczenia complete, a skala barw od 

zielonej do czerwonej oznacza odpowiednio spadek (ujemne log FC) i wzrost (dodatnie log FC) ekspresji.  

(C) Walidacja ekspresji wybranych gen·w (Ces1d, Ces1f, Cyp17a1) metodŃ RT-qPCR w jajnikach samic CC i LL. 

Wyniki zostağy znormalizowane wzglňdem Ŝredniej geometrycznej wzglňdnej ekspresji gen·w referencyjnych 

Hprt oraz Ppib i przedstawione jako Ŝrednia Ñ SEM w jednostkach umownych (AU ï ang. arbitrary units). 

Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy grupami (test t-Studenta; *p < 0,05). 

LiczebnoŜĺ grup (n):  

Ces1d: CC = 8, LL = 8 

Ces1f: CC = 7, LL = 6 

Cyp17a1: CC = 7, LL = 8  
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W kolejnym etapie oceniono, czy stres Ũywieniowy we wczesnym okresie Ũycia moŨe modulowaĺ 

ekspresjň gen·w kodujŃcych metylotransferazy DNA (Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b) i potencjalnie 

wpğywaĺ na dziedziczenie epigenetyczne zmian w ekspresji gen·w zaangaŨowanych w rozw·j oraz 

funkcjonowanie osi HPG. Wykazano, Ũe niedoŨywienie matki podczas laktacji wywoğuje przejŜciowe 

zwiňkszenie ekspresji gen·w kodujŃcych analizowane metylotransferazy DNA w jajnikach samic F1 

w PND21 (Dnmt1: p = 0,0083, Dnmt3a: p = 0,0508, Dnmt3b: p < 0,0001; Ryc. 4.21 ï A), kt·re nie byğo 

juŨ zauwaŨalne w okresie okoğopokwitaniowym oraz po osiŃgniňciu peğnej dojrzağoŜci pğciowej  

(Ryc. 4.21 ï B). Natomiast w pokoleniu F2 obserwowano jedynie obniŨonŃ ekspresjň Dnmt3a u samic 

LL w PND21 (vs. CC; p = 0,0044; Ryc. 4.21 ï C). 
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Ryc. 4.21 Ekspresja gen·w kodujŃcych metylotransferazy DNA (Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b) w jajnikach samic 

pokolenia F1 i F2. Ekspresja metylotransferaz DNA w jajnikach samic pokolenia: F1 w (A) PND21 oraz (B) 

okresie okoğopokwitaniowym i dojrzağoŜci pğciowej oraz (C) F2 w PND21. Wyniki zostağy znormalizowane 
wzglňdem Ŝredniej geometrycznej wzglňdnej ekspresji gen·w referencyjnych Hprt oraz Ppib i przedstawione jako 

Ŝrednia Ñ SEM w jednostkach umownych (AU ï ang. arbitrary units). Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice 

miňdzy grupami (panel A: test t-Studenta; panel B: dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Ġ²daka dla 

por·wnaŒ wielokrotnych; panel C: jednoczynnikowa ANOVA z testem post hoc Dunnetta dla por·wnaŒ 

wielokrotnych; **p < 0,01, *** p < 0,001, ****p < 0,0001). 

LiczebnoŜĺ grup (n):  

F1 PND21: CON = 6, LUN = 6 

F1 Okres okoğopokw.: CON = 7, LUN = 5 

F1 DojrzağoŜĺ: CON = 7, LUN = 8 

F2 PND21: CC = 7, LC =6, LL = 5 
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4.3 Profil metaboliczny oocyt·w samic pokolenia F1 i F2 

Nastňpny etap badaŒ dotyczyğ wpğywu stresu Ũywieniowego doŜwiadczonego na wczesnym 

etapie Ũycia na status metaboliczny kom·rek jajowych samic na przestrzeni pokoleŒ (F1, F2), 

ze szczeg·lnym uwzglňdnieniem funkcji mitochondri·w, stresu oksydacyjnego, r·wnowagi 

redoks oraz magazynowania lipid·w.  

4.3.1 Potencjağ bğon mitochondrialnych i liczba kopii mtDNA ï pokolenie F1 

W pierwszym kroku oceniono, czy restrykcyjna dieta matki podczas laktacji wpğywa 

na potencjağ bğon mitochondrialnych oraz liczbň mitochondri·w w kom·rkach jajowych  

jej potomstwa. Wykazano, Ũe mitochondria oocyt·w LUN majŃ zwiňkszony potencjağ bğony 

(vs. CON, p < 0,0001 Ryc. 4.22 ï B). Ze wzglňdu na fakt, Ũe barwienie barwnikiem JC-1 

dostarcza og·lnej informacji na temat polaryzacji bğon mitochondrialnych, postanowiono 

sprawdziĺ, czy obserwowana r·Ũnica miňdzy oocytami LUN i CON moŨe byĺ wynikiem 

zwiňkszonej liczby mitochondri·w w kom·rce jajowej. W tym celu oznaczono liczbň kopii 

mtDNA w pojedynczym oocycie i nie zaobserwowano istotnych r·Ũnic miňdzy grupami 

(Ryc. 4.22 ï C). Zbadano takŨe, czy zwiňkszony potencjağ mitochondrialny przekğada siň  

na zwiňkszonŃ produkcjň ATP. R·wnieŨ w tym przypadku wartoŜci nie r·Ũniğy siň w spos·b 

istotny statystycznie. (Ryc. 4.22 ï D).  



99 

 

200ҡƳ

CON LUN 
0

1

2

3

S
to

s
u

n
e

k
 f

lu
o

re
s

c
e

n
c

ji
 c

z
e

rw
o

n
e

j 
d

o
 z

ie
lo

n
e

j 
J

C
-1

 (
F

/F
k

o
n

t)

ṦṦṦṦ

CON LUN
0.0

0.5

1.0

1.5

W
z
g

lň
d

n
y
 p

o
z
io

m
 A

T
P

CON LUN
0

100000

200000

300000

400000

L
ic

z
b

a
 k

o
p

ii
 m

tD
N

A

B DC

A

JC-1 JC-1CON LUN

 

Ryc. 4.22 Ocena funkcji i liczby mitochondri·w w oocytach samic pokolenia F1.  

(A) Przykğadowe barwienia barwnikiem JC-1 oocyt·w CON i LUN; objektyw 20x, skala 200 Õm. (B) Stosunek 

fluorescencji czerwonej do zielonej JC-1, odzwierciedlajŃcy stopieŒ polaryzacji bğony mitochondrialnej oocyt·w 

CON i LUN. (C) Liczba kopii mitochondrialnego DNA w pojedynczych oocytach CON i LUN. (D) Cağkowity 

wzglňdny poziom ATP w oocytach CON i LUN. Dane przedstawiono jako medianň (IQR: 25.ï75. percentyl)  

lub ŜredniŃ Ñ SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy grupami (panel C: test t-Studenta;  

panele B i D: test MannaïWhitneya; ****p < 0,0001). 

Liczba analizowanych oocyt·w w danej grupie (n): 

JC-1: CON = 44; LUN = 33 

LiczebnoŜĺ grup (n): 

mtDNA: CON = 15; LUN = 10 

ATP: CON = 3; LUN = 4  
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4.3.2 Stres oksydacyjny ï pokolenie F1 

Wyniki dotyczŃce polaryzacji bğon mitochondrialnych sugerowağy, Ũe mitochondria oocyt·w 

LUN mogŃ funkcjonowaĺ w stanie nadmiernej aktywnoŜci, co moŨe prowadziĺ do zwiňkszonej 

produkcji ROS. Dlatego zastosowano sondň CellROXÊ Orange, przeznaczonŃ do wykrywania 

stresu oksydacyjnego w Ũywych kom·rkach i wykazano, Ũe wzglňdny poziom ROS  

byğ por·wnywalny w grupach LUN i CON (Ryc. 4.23). 
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Ryc. 4.23 Poziom ROS w oocytach samic pokolenia F1. (A) Przykğadowe barwienia oocyt·w CON i LUN sondŃ 

CellROX Orange; objektyw 20x, skala 200 Õm. (B) Poziom ROS w kom·rkach jajowych CON i LUN.  

Dane przedstawiono jako medianň (IQR: 25.ï75. percentyl). Brak istotnych statystycznie r·Ũnic miňdzy grupami  

(test MannaïWhitneya).  
Liczba analizowanych oocyt·w w danej grupie (n): 

CON = 44; LUN = 45  
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4.3.3 R·wnowaga redox ï pokolenie F1 

Z uwagi na wczeŜniejsze obserwacje sugerujŃce zwiňkszony potencjağ bğony mitochondrialnej 

w oocytach LUN, postanowiono oceniĺ aktywnoŜĺ metabolicznŃ oocyt·w badajŃc status redoks 

kom·rek jajowych na podstawie autofluorescencji NAD(P)H i FAD (Ryc. 4.24). Zar·wno 

NAD(P)H, jak i FAD wytwarzane sŃ w cyklu Krebsa, a nastňpnie utleniane w szlaku 

mitochondrialnej fosforylacji oksydacyjnej, dostarczajŃc elektrony do ğaŒcucha transportu 

elektron·w. Choĺ poziomy autofluorescencji NAD(P)H (Ryc. 4.24 ï B) oraz FAD  

(Ryc. 4.24 ï C) w oocytach LUN nie r·Ũniğy siň istotnie od wartoŜci w grupie CON, to optyczny 

wskaŦnik redoks (ORR) byğ juŨ wyraŦnie wyŨszy w grupie LUN (p = 0,0152; Ryc. 4.24 ï D).  

Pirogronian jest kluczowym metabolitem dostarczanym oocytom gğ·wnie przez kom·rki 

otaczajŃce i stanowi podstawowe Ŧr·dğo acetylokoenzymu A w cyklu Krebsa. Dlatego 

w kolejnym kroku oceniono zdolnoŜci oocyt·w do wykorzystania pirogronianu stosujŃc analizň 

zmian wskaŦnika ORR w odpowiedzi na r·Ũne stňŨenia tego substratu energetycznego. Oocyty 

CON zareagowağy stopniowym zwiňkszeniem ORR wraz ze wzrostem stňŨenia pirogronianu 

(vs. medium bez dodatku; 0,8 mM p = 0,007, 4 mM i 10 mM p < 0,0001). W oocytach LUN 

nie zaobserwowano wzrostu ORR przy najniŨszym stňŨeniu (0,8 mM), w przeciwieŒstwie  

do wyŨszych stňŨeŒ (vs. medium bez dodatk·w: 4 mM i 10 mM p < 0,0001). Dla najniŨszego 

stňŨenia pirogonianu wartoŜĺ ORR pozostawağa niŨsza w grupie LUN niŨ w grupie CON  

(p = 0,0328; Ryc. 4.24 ï E). Natomiast przy najwyŨszym stňŨeniu pirogronianu (10 mM) 

wartoŜci ORR w grupie LUN przewyŨszağy te obserwowane w grupie kontrolnej (p = 0,0088; 

Ryc. 4.24 ï E). 
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Ryc. 4.24 Autofluorescencja NAD(P)H i FAD oraz wskaŦnik potencjağu redox w oocytach samic pokolenia F1. 

(A) Reprezentatywne obrazy autofluorescencji NADPH oraz FAD w oocytach CON i LUN; objektyw 40x, skala 

50 Õm. (B-C) średnia intensywnoŜĺ autofluorescencji NADPH i FAD oocyt·w CON i LUN. (D) WskaŦnik redox 

(ORR, ang. optical redox ratio), obliczony na podstawie autofluorescencji NADPH i FAD w oocytach CON 

i LUN. (E) Wpğyw r·Ũnych stňŨeŒ pirogronianu na wartoŜĺ ORR w oocytach CON i LUN. Dane przedstawiono 

jako medianň (IQR: 25.ï75. percentyl). Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy grupami (panele B-D: test 

MannaïWhitneya; panel E: dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Ġ²daka dla por·wnaŒ wielokrotnych;  

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). Panel E: identyczne litery oznaczajŃ brak istotnych statystycznie r·Ũnic 

miňdzy dawkami pirogronianu w obrňbie danej grupy (CON, LUN), natomiast r·Ũne litery wskazujŃ na istotne 

r·Ũnice statystyczne (p < 0,01). 

Liczba analizowanych oocyt·w w danej grupie (n): 

NAD(P)H; FAD; ORR: CON = 154; LUN = 128 

Medium: CON = 31; LUN = 32 

0,8 mM: CON = 33; LUN = 27 

4 mM: CON = 43; LUN = 27 

10 mM: CON = 37; LUN = 33  
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4.3.4 Krople lipidowe ï pokolenie F1 

Wyniki analizy RNA-seq, wskazujŃce na zwiňkszonŃ ekspresjň gen·w zwiŃzanych 

z metabolizmem lipid·w w poğŃczeniu z wczeŜniejszymi obserwacjami sugerujŃcymi zmiany 

w metabolizmie oocyt·w, sugerowağy koniecznoŜĺ przeprowadzenia oceny liczby oraz 

morfologii kropli lipidowych w kom·rkach jajowych. W tym celu zastosowano barwnik 

BODIPYÊ 493/503, kt·ry wiŃŨe siň z lipidami obojňtnymi i umoŨliwia wizualizacjň kropli 

lipidowych (Ryc. 4.25).  

W pierwszym kroku oceniono cağkowitŃ fluorescencjň barwnika BODIPYÊ 493/503 

w kom·rkach jajowych. Stwierdzono, Ũe byğa ona wyŨsza w oocytach LUN (vs. CON,  

p = 0,0072; Ryc. 4.25 ï B), co wskazuje na zwiňkszonŃ zawartoŜĺ lipid·w obojňtnych. 

Nastňpnie przeprowadzono szczeg·ğowŃ analizň morfologii pojedynczych kropli lipidowych. 

Pomimo braku r·Ũnic w ğŃcznej powierzchni zajňtej przez krople lipidowe (Ryc. 4.25 ï C), 

zaobserwowano wiňkszŃ cağkowitŃ liczbň kropli lipidowych w oocytach LUN (p = 0,0003;  

Ryc. 4.25 ï D), przy jednoczesnym zmniejszeniu Ŝredniej powierzchni pojedynczych kropli 

w por·wnaniu do grupy CON (p = 0,004; Ryc. 4.25 ï E). 

W nastňpnym kroku dokonano klasyfikacji kropli do czterech kategorii. Na podstawie rozkğadu 

zmiennej X w grupie CON wyznaczono wartoŜci kwartylowe (Q), a nastňpnie rozmiary kropli 

przyporzŃdkowano do czterech przedziağ·w (Q1ïQ4). Zastosowanie tego podziağu ujawniğo, 

Ũe w oocytach LUN czňŜciej wystňpowağy drobne krople lipidowe (vs CON; Q1: p = 0,0304,  

Q2: p = 0,0295; Ryc. 4.25 ï G).  
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Ryc. 4.25 Krople lipidowe w oocytach samic pokolenia F1. (A) Przykğadowe zdjňcia oocyt·w CON i LUN 

wybarwionych BODIPY 493/503; objektyw 20x, skala 200 Õm lub 50 Õm. (B) Wzglňdna intensywnoŜĺ 

fluorescencji BODIPY 493/503 w oocytach CON i LUN. (F) Przykğadowy obraz analizy powierzchni kropli 

lipidowych w pojedynczym oocycie (CON lub LUN). Wyniki analizy iloŜciowej: (C) cağkowita powierzchnia 

kropli lipidowych, (D) cağkowita liczba kropli lipidowych, (E) Ŝrednia powierzchnia pojedynczych kropli,  

(G) liczba kropli lipidowych o r·Ũnych rozmiarach w oocytach CON i LUN. Rozmiary kropli podzielono 

na kwartyle (Q1-Q4) zgodnie z rozkğadem zmiennej X w grupie CON. Dane przedstawiono jako medianň  

(IQR: 25.ï75. percentyl) lub ŜredniŃ Ñ SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy grupami  

(panel C: test t-Studenta, panele B, D, E: test MannaïWhitneya, panel G: dwuczynnikowa ANOVA z testem  

post hoc Ġ²daka dla por·wnaŒ wielokrotnych; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 

Liczba analizowanych oocyt·w w danej grupie (n): 

Fluorescencja BODIPY: CON = 47; LUN = 54 

Pozostağe analizy: CON = 36; LUN = 54 
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4.3.5 Potencjağ bğon mitochondrialnych i liczba kopii mtDNA ï pokolenie F2 

Analizy przeprowadzone na oocytach pokolenia F2 wykazağy, Ũe jedynie kom·rki jajowe 

potomstwa, kt·rego oboje rodzic·w doŜwiadczyğo niedoŨywienia we wczesnym okresie Ũycia 

(grupa LL), charakteryzowağy siň zwiňkszonŃ aktywnoŜciŃ bğony mitochondrialnej (p = 0,0131; 

Ryc. 4.26 ï B). Co istotne, podobnie jak w przypadku samic z pokolenia F1, efekt ten nie byğ 

skorelowany ze zmianŃ liczby kopii mtDNA, ani wzglňdnym poziomem ATP  

(Ryc. 4.26 ï C i D).  

4.3.6 Stres oksydacyjny ï pokolenie F2 

Pomimo, Ũe w pokoleniu F1 nie wykazano r·Ũnic miňdzy oocytami LUN i CON, w pokoleniu 

F2 poziom ROS w oocytach pochodzŃcych od samic LL byğ obniŨony (vs. CC, p = 0,0002; 

Ryc. 4.27 ï B).  

4.3.7 R·wnowaga redox ï pokolenie F2 

W celu dalszego zbadania statusu redoks w oocytach pokolenia F2 przeprowadzono pomiar 

autofluorescencji NAD(P)H oraz FAD. Poziomy obu nukleotyd·w byğy obniŨone (vs. CC,  

p < 0,0001; Ryc. 4.28 ï A i B), a ORR podwyŨszony w oocytach samic LL (vs. CC, p = 0,0491; 

Ryc. 4.28 ï C). Natomiast w obecnoŜci pirogronianu ï oocyty LL wykazywağy tylko niewielki 

wzrost ORR przy stňŨeniu 4 mM (vs. medium bez dodatk·w, p = 0,03; Ryc. 4.28 ï D). ORR 

w tej grupie nie r·Ũniğ siň teŨ znaczŃco od grupy CC dla Ũadnej z zastosowanych dawek 

pirogronianu. Dla por·wnania, w oocytach LC obserwowano podwyŨszony ORR dla dawek  

4 i 10 mM (vs. medium bez dodatk·w, p = 0,005 i p < 0,0001, odpowiednio), a przy dawce 

4 mM ORR byğ podwyŨszony w por·wnaniu do oocyt·w z grupy CC (p = 0,02).  

4.3.8 Krople lipidowe ï pokolenie F2 

Podobnie jak u samic LUN z pokolenia F1, r·wnieŨ w pokoleniu F2 stwierdzono zwiňkszonŃ 

zawartoŜĺ lipid·w obojňtnych w oocytach samic LC oraz LL w por·wnaniu do grupy CC  

(p < 0,0001; Ryc. 4.29 ï B). Choĺ cağkowita Ŝrednia powierzchnia i liczba kropli lipidowych 

utrzymywağa siň na wyŨszym poziomie w oocytach samic LL, nie osiŃgniňto poziomu 

istotnoŜci statystycznej (p = 0.0771 i 0,0881 kolejno; Ryc. 4.29 ï C i D). Nie wykryto teŨ r·Ũnic 

w Ŝredniej wielkoŜci kropli lipidowych pomiňdzy grupami (Ryc. 4.29 ï E). Natomiast analiza 

rozkğadu wielkoŜci kropli ujawniğa, Ũe oocyty samic LL zawierağy zwiňkszony odsetek 

drobnych kropli lipidowych w por·wnaniu do grupy CC (Q2: p = 0,0404; Ryc. 4.29 ï F). 
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Ryc. 4.26 Ocena funkcji i liczby mitochondri·w w oocytach samic pokolenia F2. 

(A) Przykğadowe barwienia barwnikiem JC-1 oocyt·w CCi LL; objektyw 20x, skala 200 Õm. (B) Stosunek 

fluorescencji czerwonej do zielonej JC-1, odzwierciedlajŃcy stopieŒ polaryzacji bğony mitochondrialnej oocyt·w 

CC, LC i LL. (C) Liczba kopii mitochondrialnego DNA w pojedynczych oocytach CC, LC i LL. (D) Cağkowity 

wzglňdny poziom ATP w oocytach CC, LC i LL. Dane przedstawiono jako medianň (IQR: 25.ï75. percentyl) lub 

ŜredniŃ Ñ SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy grupami (test KruskalaïWallisa z testem post hoc 

Dunna; *p < 0,05). 

Liczba analizowanych oocyt·w w danej grupie (n): 

JC-1: CC = 51; LC = 35; LL= 35 

LiczebnoŜĺ grup (n): 

mtDNA: CC = 4; LC = 3; LL= 4 

ATP: CC = 5; LC = 2; LL= 4 
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Ryc. 4.27 Poziom ROS w oocytach samic pokolenia F2; objektyw 20x, skala 200 Õm. (A) Przykğadowe barwienia 

oocyt·w CC, LC oraz LL sondŃ CellROX Orange. (B) Poziom ROS w kom·rkach jajowych CC, LC oraz LL. 

Dane przedstawiono jako medianň (IQR: 25.ï75. percentyl). Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy 

grupami (test KruskalaïWallisa z testem post hoc Dunna; *** p < 0,001). 

Liczba analizowanych oocyt·w w danej grupie (n): 

CC = 35; LC = 34; LL= 30 
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Ryc. 4.28 Autofluorescencja NAD(P)H i FAD oraz wskaŦnik potencjağu redox w oocytach samic pokolenia F2. 

(A-B) średnia intensywnoŜĺ autofluorescencji NADPH i FAD oocyt·w CC, LC i LL. (C) WskaŦnik redox (ORR, 

ang. optical redox ratio), obliczony na podstawie autofluorescencji NAD(P)H i FAD w oocytach CC, LC i LL. 

(D) Wpğyw r·Ũnych stňŨeŒ pirogronianu na wartoŜĺ ORR w oocytach CC, LC i LL. Dane przedstawiono jako 

medianň (IQR: 25.ï75. percentyl). Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy grupami (panele A-C:  

test MannaïWhitneya; panel E: dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Ġ²daka dla por·wnaŒ wielokrotnych; 

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). Panel E: identyczne litery oznaczajŃ brak istotnych statystycznie r·Ũnic 

miňdzy dawkami pirogronianu w obrňbie danej grupy (CC, LC, LL), natomiast r·Ũne litery wskazujŃ na istotne 

r·Ũnice statystyczne (p < 0,05). 

Liczba analizowanych oocyt·w w danej grupie (n): 

NAD(P)H; FAD++; ORR: CC = 83; LC = 65; LL = 69 

Medium: CC = 23; LC = 18; LL = 13 

0,8 mM: CC = 22; LC = 18; LL = 19 

4 mM: CC = 17; LC = 9; LL = 20 

10 mM: CC = 15; LC = 19; LL = 10 
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Ryc. 4.29 Krople lipidowe w oocytach samic pokolenia F2. (A) Przykğadowe zdjňcia oocyt·w CC, LC oraz LL 

wybarwionych BODIPY 493/503; objektyw 20x, skala 200 Õm. (B) Wzglňdna intensywnoŜĺ fluorescencji 

BODIPY 493/503 w oocytach CC, LC i LL. (C-E) Wyniki analizy iloŜciowej: (C) cağkowita powierzchnia kropli 

lipidowych, (D) cağkowita liczba kropli lipidowych, (E) Ŝrednia powierzchnia pojedynczych kropli,  

(G) liczba kropli lipidowych o r·Ũnych rozmiarach w oocytach CC, LC i LL. Rozmiary kropli podzielono na 

kwartyle (Q1-Q4) zgodnie z rozkğadem zmiennej X w grupie CC. Dane przedstawiono jako medianň  

(IQR: 25.ï75. percentyl) lub ŜredniŃ Ñ SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy grupami  

(panele B-E: jednoczynnikowa ANOVA z testem post hoc Dunnetta; panel F: dwuczynnikowa ANOVA z testem 

post hoc Ġ²daka dla por·wnaŒ wielokrotnych; *p < 0,05, ****p < 0,0001). 

LiczebnoŜĺ grup (n): 

CC = 48; LC = 32; LL = 40 



110 

 

4.4 Skutki niedoŨywienia matki w czasie laktacji ï zmiany na poziomie 

podwzg·rza  

Z uwagi na obserwowane w badanym modelu niedoŨywienia op·Ŧnienie dojrzewania 

pğciowego u samic, dalsza czňŜĺ pracy koncentruje siň na analizie zmian na poziomie 

podwzg·rza, stanowiŃc kontynuacjň pracy Kaczmarek i in. (2016).  

4.4.1 Przestrzenny wz·r ekspresji gen·w w podwzg·rzu ï hybrydyzacja in situ 

W pierwszym etapie oceniono przestrzennŃ lokalizacjň transkrypt·w Kiss1 oraz Esr1  

w AVPV/PeN (bregma ~ +0,26 mm do -0,22 mm) oraz ARC (~ -1,46 mm do -2,46 mm)  

w 21 dniu Ũycia za pomocŃ hybrydyzacji in situ.  

Nie stwierdzono r·Ũniĺ w liczbie kom·rek Kiss1+ i Esr1+ w obrňbie AVPV/PeN i ARC 

pomiňdzy grupami (Ryc. 4.30 ï C, E; Ryc. 4.31 ï C, E). Wykazano natomiast, Ũe o ile w ARC 

liczba transkrypt·w Kiss1 przypadajŃca na jednŃ kom·rkň Kiss+ utrzymywağa siň na podobnym 

poziomie u samic CON i LUN (Ryc. 4.31 ï D), to w obrňbie AVPV/PeN byğa obniŨona u samic 

LUN (vs. CON; p = 0,0268; Ryc. 4.30 ï D). Liczba transkrypt·w Esr1 przypadajŃca na jednŃ 

kom·rkň Esr1+ w obu badanych obszarach podwzg·rza nie zmieniğa siň (Ryc. 4.30 ï F;  

Ryc. 4.31 ï F). 

W analizie wsp·ğekspresji Kiss1 oraz Esr1 w AVPV/PeN wykazano obniŨony odsetek kom·rek 

Kiss1+ wykazujŃcych ekspresjň Esr1 (p = 0,0286; Ryc. 4.30 ï H), podczas gdy w ARC nie 

odnotowano r·Ũnic (Ryc. 4.31 ï H). 

Ze wzglňdu na heterogennŃ budowň ARC oraz zr·Ũnicowany rozkğad kom·rek Kiss1+ oraz 

Esr1+ w jego obrňbie, obszar ten podzielono na trzy podregiony: rARC (ang. rostral ARC), 

mARC (middle ARC) oraz cARC (caudal ARC). R·wnieŨ przy takim podejŜciu analitycznym, 

nie wykryto istotnych r·Ũnic w ekspresji badanych gen·w miňdzy grupami (Ryc. 4.32 ï B-E). 
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Ryc. 4.30 Przestrzenna ekspresja Kiss1 oraz Esr1 w AVPV/PeN u 21-dniowych samic pokolenia F1. (A) Schemat 

z atlasu Paxinosa i Franklina (Paxinos i Franklin, The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates, 2012) ilustrujŃcy 

obszar wybrany do analizy. (B) Przykğadowe obrazy mikroskopowe fragmentu AVPV z lokalizacjŃ badanych 

transkrypt·w; objektyw 40x, skala 100 Õm. Ekspresja Kiss1: (C) liczba kom·rek Kiss1+, (D) liczba transkrypt·w 

Kiss1 na kom·rkň. Ekspresja Esr1: (E) liczba kom·rek dodatnich Esr1+, (F) liczba transkrypt·w Esr1 na kom·rkň. 

Kolokalizacja Kiss1 oraz Esr1: (G) liczba kom·rek Kiss1+/Esr1+, (H) odsetek kom·rek Kiss1+ ze wsp·ğekspresjŃ 

Esr1. Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy grupami  

(panele C-G: test t-Studenta; panel H: test Manna-Whitneya; *p < 0,05). 

LiczebnoŜĺ grup (n): 

CON = 4; LUN = 4 
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Ryc. 4.31 Przestrzenna ekspresja Kiss1 oraz Esr1 w ARC 21-dniowych samic pokolenia F1. (A) Schemat z atlasu 

Paxinosa i Franklina (Paxinos i Franklin, The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates, 2012) ilustrujŃcy jeden 

z obszar·w wybranych do analizy. (B) Przykğadowe obrazy mikroskopowe fragmentu ARC z lokalizacjŃ badanych 

transkrypt·w; objektyw 40x, skala 100 Õm. Ekspresja Kiss1: (C) liczba kom·rek Kiss+, (D) liczba transkrypt·w 

Kiss1 na kom·rkň. Ekspresja Esr1: (E) liczba kom·rek Esr1+, (F) liczba transkrypt·w Esr1 na kom·rkň. 

Kolokalizacja Kiss1 oraz Esr1: (G) liczba kom·rek Kiss1+/Esr1+, (H) odsetek kom·rek Kiss1+ ze wsp·ğekspresjŃ 

Esr1. Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM. Brak istotnych statystycznie r·Ũnic miňdzy grupami  

(test t-Studenta). 
LiczebnoŜĺ grup (n): 

CON = 4; LUN = 5 
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Ryc. 4.32 Przestrzenna ekspresja Kiss1 oraz Esr1 w r·Ũnych obszarach przekroju ARC u samic F1 w 21 dniu 

Ũycia. (A) Przykğadowe obrazy mikroskopowe z lokalizacjŃ badanych transkrypt·w w trzech wyodrňbnionych 

podregionach ARC; objektyw 40x, skala 100 Õm. Przestrzenna ekspresja transkrypt·w: (B) liczba kom·rek 

Kiss1+, (C) liczba kom·rek Esr1+, (D) liczba kom·rek Kiss1+/Esr1+, (E) odsetek kom·rek Kiss1+ 

ze wsp·ğekspresjŃ Esr1. Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM. Brak istotnych statystycznie r·Ũnic miňdzy 

grupami (dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Ġ²daka dla por·wnaŒ wielokrotnych). 

LiczebnoŜĺ grup (n): 

CON = 4; LUN = 5 
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4.4.2 Przestrzenny rozkğad neuron·w kisspeptynowych i ERŬ 

Z uwagi na fakt, Ũe zmiany na poziomie transkrypt·w nie zawsze odzwierciedlajŃ stan 

funkcjonalny kom·rek, zdecydowano siň r·wnieŨ na zwizualizowanie biağek kodowanych 

przez badane geny. Do wizualizacji neuron·w kisspeptynowych wykorzystano myszy 

KissCreROSA26 z ekspresjŃ biağka fluorescencyjnego tdTomato (tdTomato+) w kom·rkach 

produkujŃcych kisspeptynň, natomiast w przypadku ERŬ (ERŬ+) zastosowano barwienie 

immunofluorescencyjne.  

Nie stwierdzono r·Ũnic w liczbie neuron·w kispeptynowych w AVPV/PeN (Ryc. 4.33 ï B), 

natomiast liczba kom·rek ERŬ+ byğa wyŨsza w grupie LUN w por·wnaniu do CON  

(p = 0,0079, Ryc. 4.33 ï C). Nie stwierdzono takŨe r·Ũnic w zakresie wsp·ğekspresji obu biağek 

(Ryc. 4.33 ï D-E). W ARC nie zaobserwowano zmian w ekspresji TdTomato i ERŬ oraz 

wsp·ğekspresji analizowanych biağek (Ryc. 4.34 ï B-E). W analizie trzech podregion·w ARC 

(rARC, mARC, cARC) odnotowano wyraŦny wzrost liczby neuron·w kispetynowych ERŬ+ 

w cARC samic LUN (vs. CON; p= 0,0307; Ryc. 4.35 ï D).  

Oceny przestrzennego rozkğadu kom·rek tdTomato+ oraz ERŬ+ dokonano takŨe u dojrzağych 

pğciowo samic, aby oceniĺ, czy zmiany zaobserwowane przed dojrzewaniem pğciowym 

utrzymujŃ siň w dorosğoŜci. Zar·wno w AVPV/PeN, jak i ARC nie odnaleziono Ũadnych r·Ũnic 

miňdzy grupami CON i LUN (Ryc. 4.36 ï A-D; Ryc. 4.37 ï A-D). TakŨe w przypadku podziağu 

ARC na trzy podregiony nie stwierdzono istotnych r·Ũnic (Ryc. 4.38).   
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Ryc. 4.33 Charakterystyka neuron·w kisspeptynowych (tdTomato+) AVPV/PeN u samic z pokolenia F1 w 21 

dniu Ũycia. (A) Przykğadowe obrazy mikroskopowe fragmentu AVPV z lokalizacjŃ neuron·w tdTomato+ oraz 

kom·rek ERŬ+; objektyw 40x, skala 100 Õm. Ekspresja badanych biağek: (B) liczba kom·rek tdTomato+,  

(C) liczba kom·rek ERŬ+. Kolokalizacja tdTomato oraz ERŬ: (D) liczba kom·rek tdTomato+/ERŬ+,  

(E) odsetek kom·rek tdTomato+ ze wsp·ğekspresjŃ ERŬ. Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM.  

Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy grupami (test t-Studenta; **p < 0,01). 

LiczebnoŜĺ grup (n): 

CON = 4; LUN = 4 
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Ryc. 4.34 Charakterystyka neuron·w kisspeptynowych (tdTomato+) ARC u samic z pokolenia F1 w 21 dniu Ũycia. 

(A) Przykğadowe obrazy mikroskopowe fragmentu ARC z lokalizacjŃ neuron·w tdTomato+ oraz kom·rek ERŬ+; 

objektyw 40x, skala 100 Õm. Ekspresja badanych biağek: (B) liczba kom·rek tdTomato+, (C) liczba kom·rek 

ERŬ+. Kolokalizacja tdTomato oraz ERŬ: (D) liczba kom·rek tdTomato+/ERŬ+, (E) odsetek kom·rek tdTomato+ 

ze wsp·ğekspresjŃ ERŬ. Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM. Brak istotnych r·Ũnic miňdzy grupami  

(panele B i D: test t-Studenta; panele C i E: test Manna-Whitneya). 

LiczebnoŜĺ grup (n): 

CON = 4; LUN = 4 
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Ryc. 4.35 Charakterystyka neuron·w kisspeptynowych (tdTomato+) w trzech regionach ARC u samic z pokolenia 

F1 w 21 dniu Ũycia. (A) Przykğadowe obrazy mikroskopowe z lokalizacjŃ neuron·w tdTomato+ oraz kom·rek 

ERŬ+ w trzech wyodrňbnionych podregionach ARC; objektyw 40x, skala 100 Õm. Ekspresja badanych biağek: 

(B) liczba kom·rek tdTomato+, (C) liczba kom·rek ERŬ+. Kolokalizacja tdTomato oraz ERŬ: (D) liczba kom·rek 

tdTomato+/ERŬ+, (E) odsetek kom·rek tdTomato+ ze wsp·ğekspresjŃ ERŬ. Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ 

SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne r·Ũnice miňdzy grupami (dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc 

Ġ²daka dla por·wnaŒ wielokrotnych; *p < 0,05). 

LiczebnoŜĺ grup (n): 

CON = 4; LUN = 4 
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Ryc. 4.36 Charakterystyka neuron·w kisspeptynowych (tdTomato+) AVPV/PeN u dojrzağych pğciowo samic 

z pokolenia F1. Ekspresja badanych biağek: (A) liczba kom·rek tdTomato+, (B) liczba kom·rek ERŬ+. 

Kolokalizacja tdTomato oraz ERŬ: (C) liczba kom·rek tdTomato+/ERŬ+. (D) odsetek kom·rek tdTomato+ 

ze wsp·ğekspresjŃ ERŬ. Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM. Brak istotnych statystycznie r·Ũnic miňdzy 

grupami (test Manna-Whitneya). 

LiczebnoŜĺ grup (n): 

CON = 3; LUN = 3 
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Ryc. 4.37 Charakterystyka neuron·w kisspeptynowych (tdTomato+) ARC u dojrzağych pğciowo samic z pokolenia 

F1. Ekspresja badanych biağek: (A) liczba kom·rek tdTomato+, (B) liczba kom·rek ERŬ+.  

Kolokalizacja tdTomato oraz ERŬ: (C) liczba kom·rek tdTomato+/ERŬ+, (D) odsetek kom·rek tdTomato+  

ze wsp·ğekspresjŃ ERŬ. Dane przedstawiono jako Ŝrednia Ñ SEM. Brak istotnych statystycznie r·Ũnic miňdzy 

grupami (test Manna-Whitneya). 

LiczebnoŜĺ grup (n): 

CON = 4; LUN = 3 
































































































