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Streszczenie

Na wczesnych etapach rozwoju, obejmujacych zycie ptodowe oraz wczesny okres po urodzeniu
(postnatalny), organizm jest szczegélnie wrazliwy na bodzce Srodowiskowe,
przy dominujagcym wplywie $rodowiska matczynego. Zardwno niedobdr, jak 1 nadmiar
sktadnikéw odzywczych w tym czasie moga determinowac trajektori¢ rozwoju potomstwa,
a w niektorych przypadkach oddziatywa¢ wiclopokoleniowo. U myszy w okresie postnatalnym
intensywnie dojrzewa o$ podwzgorze-przysadka-gonady (HPG, ang. hypothalamus-pituitary-
gonadal axis), ktorej aktywnos¢ u samic wspotregulujg dwie gléwne populacje neurondéw
kisspeptynowych zlokalizowane w jadrze przednio-brzuszno-okotokomorowym/jadrze
okotokomorowym (AVPV/PeN, ang. anteroventral periventricular nucleus/periventricular
nucleus) oraz jadrze tukowatym (ARC, ang. arcuate nucleus). Dojrzewanie obwodow
neuronalnych w ARC — potencjalnie takze tych uczestniczacych w kontroli rozrodu — wspiera
leptyna, kluczowy przekaznik stanu metabolicznego organizmu.

Celem niniejszej pracy byla ocena wptywu przejsciowego stresu zywieniowego We Wczesnym
okresie zycia, wynikajacego z ograniczonej podazy energii, sktadnikow odzywczych
i substancji bioaktywnych w mleku matek (pokolenie F0), na funkcjonowanie osi HPG
u samic pokolenia F1. Dodatkowo oceniano, czy historia odzywiania matek wywiera
dlugofalowy wplyw na kolejne pokolenie (F2), ktore nie bylo bezposrednio narazone
na niedozywienie.

W dniu porodu samice i ich mioty losowo przydzielono do dwoch —grup:
CON - samice kontrolne, zywione ad libitum podczas cigzy 1 laktacji;
LUN (ang. lactation undernutrition) — samice otrzymujace w okresie laktacji 50% dziennej
dawki karmy spozywanej przez samice kontrolne. Pokolenie F2 uzyskano z kojarzen:
CC (rodzice YCON x GCON), LC (PLUN x JCON) oraz LL (YLUN x SLUN) i karmiono
ad libitum.

Badanie zaprojektowano z zamiarem przesledzenia gléwnych efektow matczynego
niedozywienia podczas laktacji na funkcjonowanie osi HPG potomstwa. U samic F1
scharakteryzowano fenotyp (masg¢ i sktad ciata, przebieg dojrzewania ptciowego, ptodnosc,
profil hormonalny i folikulogenezg) oraz zbadano nastgpstwa molekularne i metaboliczne
(RNA-seq jajnikow, ocena potencjatu metabolicznego oocytow). Analogiczny zestaw analiz
przeprowadzono usamic pokolenia F2 w celu identyfikacji cech, ktore utrwality sig
na przestrzeni pokolen. Druga czg$¢ pracy dotyczyta podwzgorzowej regulacji osi HPG u samic
F1: oceniono uktad kisspeptynowy (liczba neuronow w AVPV/PeN i ARC), sygnalizacje
estradiolowa (Esrl/ERa), neurony KNDy i te z ekspresja receptora leptyny (Lepr) w ARC.
Analiza objeta takze ocene wzrostu aksonow neuronéw ARC w odpowiedzi na leptyne
W okresie postnatalnego szczytu stgzenia tego hormonu w 0soczu.

Wykazano, ze przejsciowy stres zywieniowy we wczesnym okresie zycia u samic LUN
skutkowal dtugotrwale obnizong masg ciata 1 zawarto$cig tkanki tluszczowe;j,
czemu poczatkowo towarzyszyto nizsze stezenie leptyny w osoczu. Na poziomie endokrynnym
stwierdzono takze spadek stezenia androstendionu oraz wzrost stgzenia LH w poréwnaniu
do grupy CON. W jajnikach obserwowano zmniejszong liczbg pgcherzykow drugorzgdowych
i antralnych, co wspotwystepowalo z obnizeniem potencjatu rozrodczego wraz z wiekiem.
Analizy molekularne wskazaly na przeprogramowanie metaboliczne jajnikow (zmiany
w ekspresji genéw zwigzanych z metabolizmem lipidow i steroidogenezg) oraz oocytow



(zwigkszony poziom lipidow, wyzszy potencjal mitochondrialny i zmieniony status redoks).
W podwzgorzu odnotowano obnizenie ekspresji Kissl w AVPV/PeN, wzrost ekspresji Lepr
w ARC oraz podwyzszonag ekspresje ERa w AVPV/PeN w 21 dniu zycia. Niedozywienie
skutkowato takze obnizeniem wrazliwosci ogodlnej populacji neurondow ARC na stymulacje
leptyna, przy zachowanej odpowiedzi neuronow kisspeptynowych.

W pokoleniu F2 najsilniejsze efekty dotyczyly grupy LL: w 21 dniu zycia osobniki
te charakteryzowaty si¢ nizsza masg ciata i zawartoscig tkanki thuszczowej oraz podwyzszonym
stezeniem estradiolu w osoczu w poréwnaniu z grupg kontrolng (CC), a takze obserwowano
u nich pdzniejsze otwarcie droég rodnych. Mimo ze w dorostosci zmiany fenotypowe zanikty,
utrzymywaly si¢ wybrane zmiany metaboliczne na poziomie oocytow (zwigkszona zawarto$¢
lipidow, podwyzszony potencjal mitochondrialny, zmieniony status redoks) oraz cz¢s$¢ rdéznic
w ekspresji gendow jajnika, analogicznych do tych obserwowanych miedzy grupami LUN
i CON.

Podsumowujac, niedozywienie matek w okresie laktacji wywotuje rozlegte i trwate zmiany
w osi rozrodczej ich corek — od regulacji podwzgdrzowo-hormonalnej, przez funkcje jajnikow,
po metabolizm pojedynczej komorki jajowej. Cze$é tych zmian utrzymuje si¢ w kolejnym
pokoleniu F2, szczegolnie w sytuacji, gdy oboje rodzicow pochodzito z miotow narazonych
na stres zywieniowy, co wskazuje na wielopokoleniowe utrwalanie jego skutkéw. Kluczowa
rolg¢ moze odgrywaé przeprogramowanie gospodarki lipidowo-energetycznej oocytow,
sprzyjajace przekazywaniu efektow stresu zywieniowego kolejnym pokoleniom. Praca
ta stanowi pierwsze tak kompleksowe uj¢cie konsekwencji niedozywienia matek w okresie
laktacji w krytycznym oknie programowania rozwojowego potomstwa oraz wyznacza nowe
kierunki badan nad molekularnymi mechanizmami wielopokoleniowego programowania
zywieniowego ptodnosci samic.



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 — both excess and deficiency — can
shape the developmental trajectory of the offspring, in some instances, exert multigenerational
effects that persist across generations. In mice, the hypothalamic—pituitary—gonadal (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 — potentially including pathways involved
in reproductive control — is supported by leptin, a key signal of the organism’s metabolic status.

The aim of this study was to evaluate the impact of transient nutritional stress during early
postnatal life — resulting from reduced energy and nutrient supply as well as decreased levels
of bioactive components in maternal milk (generation FO) — 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 - control dams fed ad libitum throughout pregnancy and lactation; and LUN (lactation
undernutrition) — dams receiving 50% of the daily food intake consumed by controls during
lactation. The F2 generation was generated using the following mating schemes:
CC (RCON x ZCON), LC (RLUN x $CON), and LL (2LUN x ZLUN) 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 (Esrl/ERa), KNDy neurons, and leptin receptor—expressing
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 ERa 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 kKisspeptin 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.



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 — 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 najczesciej stosowanych skrotow

ARC (ang. arcuate nucleus) — jadro tukowate podwzgorza
AS-PCR (ang. allele specific PCR) — PCR specyficzny wzgledem allelu
ATP (ang. adenosine triphosphate) — adenozyno-5’-trifosforan

AVPV/PeN (ang. anteroventral periventricular nucleus/periventricular nucleus) — jadro
przednio-brzuszne okotokomorowe/jadro okotokomorowe

BSA (ang. bovine serum albumin) — albumina surowicy bydlgce;j

COCs (ang. cumulus-oocyte complexes) — kompleksy oocyt-wieniec promienisty
DAPI (ang. 4 ', 6-diamidino-2-phenylindole) — 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

ddH20 (ang. double-distilled water) — woda dwukrotnie destylowana

DNA (ang. deoxyribonucleic acid) — kwas deoksyrybonukleinowy

DNMT (ang. DNA methyltransferase) — metylotransferaza DNA

E2 — 17-B-estradiol

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

ERa (ang. estrogen receptor alpha) — receptor estrogenowy alfa

FAD (ang. flavin adenine dinucleotide) — utleniona forma dinukleotydu flawinoadeninowego
FSH (ang. follicle stimulating hormone) — hormon folikulotropowy

GnRH (ang. gonadotropin-releasing hormone) — gonadoliberyna

HPG (ang. hypothalamus-pituitary-gonadal axis) — 0§ podwzgorze-przysadka-gonady
IgG (ang. immunoglobulin G) — immunoglobulina G

KNDy (ang. Kisspeptin/Neurokinin B/Dynorphin neurons) — neurony podwzgorza wykazujace
wspotekspresje kisspeptyny, neurokininy B oraz dynorfiny A

LH (ang. luteinizing hormone) — hormon luteininzujacy

MMP (ang. mitochondrial membrane potenetial) — potencjat btony mitochondrialnej
MRNA (ang. messenger ribonucleic acid) — matrycowy (informacyjny) RNA
mtDNA (ang. mitochondrial DNA) — mirochondrialny DNA

NAD(P)H (ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) — zredukowana forma fosforanu
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego

NDS (ang. normal donkey serum) — o$la surowica przedimmunizacyjna
NGS (ang. normal goat serum) — kozla surowica przedimmunizacyjna

ORR (ang. optical redox ratio) — optyczny wskaznik redoks
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PBS (ang. phosphate-buffered saline) — roztwor soli fizjologicznej buforowany fosforanami
POMC (ang. proopiomelanocortin) — proopiomelanokortyna

RCF (ang. relative centrifugal force) — wzgledna sita od$rodkowa

RIA (ang. radioimmuno assay) — test radioimmunologiczny

RNA (ang. ribonucleic acid) — kwas rybonukleinowy

RNA-seq (ang. RNA next generation sequencing) — sekwencjonowanie nowej generacji RNA
ROS (ang. reactive oxygen species) — reaktywne formy tlenu

RPM (ang. revolution per minute of rotor) — predkos¢ obrotowa (obroty na minutg) rotora
RT (ang. room temperature) — temperatura pokojowa

RT-qgPCR (ang. real-time quantitative polymerase chain reaction) — reakcja tancuchowa
polimerazy w czasie rzeczywistym

StAR (ang. steroidogenic acute regulatory protein) — biatko ostrej regulacji steroidogenezy
TBS (ang. Tris-buffered saline) — roztwor soli fizjologicznej buforowany Trisem

TBST (ang. Tris-buffered saline with Tween-20) — roztwor soli fizjologicznej buforowany
tris(hydroksymetylo)aminometanem z dodatkiem detergentu Tween-20

tdTomato (ang. tandem dimer Tomato) — tandemowe podwdjne Tomato
VE (ang. vaginal estrus) — pierwsze wystapienie rui (pierwszy estrus)

VO (ang. vaginal opening) — otwarcie uj$cia pochwy, otwarcie drog rodnych
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1.  Wstep

1.1. Programowanie zywieniowe

1.1.1. Podstawy koncepcji programowania zywieniowego

Programowanie zywieniowe (inaczej metaboliczne) odnosi sie do koncepcji zaktadajacej,
ze dieta i styl zycia, oddziatujagce w kluczowych okresach rozwoju, mogg trwale ksztattowaé
stan zdrowia jednostki. Szczegolnie istotne okresy wrazliwosci zostaty zidentyfikowane
W cigzy oraz W okresie postnatalnym, gdy organizm wykazuje najwyzszg wrazliwos¢
na wpltywy zewnetrzne. Koncepcja programowania zywieniowego odgrywa istotng role
W badaniach nad patogeneza chordb przewleklych, takich jak cukrzyca, otyto$¢ i choroby
uktadu sercowo-naczyniowego oraz coraz czesciej wykorzystywana jest do wyjasnienia
mechanizméow programowania funkcji innych uktadéw.

Podstawa teorii programowania zywieniowego jest hipoteza "oszczednego fenotypu"
(ang. thrifty phenotype hypothesis), sformutowana przez Halesa i Barkera w 1992 roku
(Hales i Barker, 1992). Zaktada ona, ze niedobory zywieniowe w kluczowych momentach
rozwoju w zyciu ptodowym wywotujg trwate adaptacje organizmu, ktore zwigkszaja ryzyko
chorob metabolicznych w po6zniejszym zyciu. Gléwne zrodto tych niedoborow stanowi
zazwyczaj niedostateczne odzywienie matki, cho¢ mogg one takze wynikaé z czynnikow takich
jak nieprawidtowe funkcjonowanie tozyska. Ograniczona dostgpnosé sktadnikow odzywczych
na wczesnych etapach zycia skutkuje trwatymi zmianami w metabolizmie glukozy i insuliny,
co moze predysponowac do wystapienia cukrzycy typu 2 oraz zespotu metabolicznego w wieku
dorostym (Hales i in., 1991; Barker i in., 1993). Liczne badania potwierdzity poczatkowe
doniesienia epidemiologiczne przedstawione przez Halesa i Barkera, cho¢ stopien korelacji
mig¢dzy niedoborami zywieniowymi a chorobami metabolicznymi wykazywat pewne roznice
W poszczegblnych badaniach (Hales i Barker, 2001).

Kluczowa rol¢ w procesie programowania metabolicznego odgrywa organizm matki, ktory
dostarcza niezbednych sktadnikow odzywczych rozwijajacemu si¢ ptodowi 1 noworodkowi,
podczas karmienia piersig. Zarowno niedobor, jak i nadmierna podaz tych sktadnikow
we wczesnym okresie Zycia moga negatywnie wpltywaé na funkcjonowanie organizmu
i zwigksza¢ ryzyko rozwoju chordb przewlektych (Gluckman i in., 2008). Nieprawidtowe
zywienie matki w okresie prenatalnym i postnatalnym jej potomstwa moze by¢ rowniez
zwigzane z zaburzeniami funkcji innych uktadow, w tym uktadu rozrodczego (Dupont i in.,
2012).

Efekty programowania zywieniowego wykraczaja poza pokolenie bezposrednio
doswiadczajace niedoboru lub nadmiaru sktadnikow odzywczych i mogg wystgpowac rowniez
w kolejnych pokoleniach, nawet jesli nie byly one bezposrednio narazone na te same
niekorzystne czynniki Srodowiskowe (Aiken i Ozanne, 2014). Efekty programowania
na przestrzeni pokolen czegsto tltumaczy si¢ mechanizmami epigenetycznymi (Jirtle i Skinner,
2007). Poza nimi istotne znaczenie mogg mie¢ réwniez inne czynniki, takie jak interakcja
rozwijajacego si¢ ptodu ze srodowiskiem macicy (Aiken i Ozanne, 2014).

1.1.2. Zywienie matki a zdrowie potomstwa

Wplyw nieoptymalnego odzywiania matki podczas cigzy na zdrowie jej potomstwa wykazano
miedzy innymi w badaniach nad populacjami dotknigtymi kleskami glodu, takimi jak
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holenderska zima gtodu w latach 1944-1945. Okazato si¢, ze matki, ktore byty narazone
na istotne ograniczenie przyjmowanych kalorii podczas cigzy, wydaty na §wiat dzieci, ktore
mialy podwyzszone ryzyko otytosci, insulinoopornosci, cukrzycy typu 2 oraz choréb uktadu
sercowo-naczyniowego (Roseboom i in., 2001). Dzieci matek niedozywionych w pierwszym
trymestrze cigzy czesciej byly otyle w wieku dorostym (Ravelli i in.,, 1999).
Niedobory pokarmowe na poczatku cigzy byl takze zwigzane z niekorzystnym profilem
lipidowym u potomstwa (Roseboom i in., 2000), podczas gdy ich wystepowanie w Il i 1l
trymestrze skutkowato gléwnie zaburzeniami metabolizmu glukozy (Ravelli i in., 1998) oraz
problemami z uktadem oddechowym (Lopuhai i in., 2000).

Dotychczas wykazano liczne niekorzystne powigzania mi¢dzy otytoscig matki a zdrowiem jej
potomstwa. Wyniki badan epidemiologicznych potwierdzajg, ze dzieci kobiet z nadmierng
masa ciata lub cukrzyca cigzowa maja podwyzszone ryzyko nadwagi oraz otylosci juz
we wczesnym dziecinstwie (Pavlidou i in., 2023; Plagemann i in., 1997). W badaniach
na modelach zwierzg¢cych stwierdzono, ze stosowanie diety wysokottuszczowej w cigzy moze
prowadzi¢ u potomstwa do trwalych zmian w mechanizmach regulujacych apetyt,
co w konsekwencji sprzyja preferowaniu pokarméw o podwyzszonej zawarto$ci cukrow
(Mezei i in., 2020).

Cho¢ wiele badan skupia si¢ na programowaniu zywieniowym w okresie prenatalnym, wczesne
dziecinstwo, a zwlaszcza pierwsze 1000 dni zycia, takze stanowi okres wzmozonej
wrazliwosci, w ktorym dieta ma dlugofalowy wptyw na zdrowie (Zhou i in., 2023).
Okres laktacji jest mniej zglgbionym obszarem badawczym niz okres zycia prenatalnego.
Niemniej jednak wyniki badan przeprowadzonych na gryzoniach wskazuja, ze ograniczenie
spozycia pokarmu przez karmigce samice skutkuje obnizeniem masy ciata ich potomstwa
po zakonczeniu okresu karmienia, a efekty te utrzymuja si¢ rowniez W dorostosci (Howie i in.,
2012; Kaczmarek i in., 2016). Inne badania sugeruja, ze ograniczenie spozycia biatka przez
matki w czasie laktacji w dtuzszej perspektywie wptywa na metabolizm potomstwa (Fagundes
i in., 2007; Martins i in., 2018).

Z grugiej strony, przekarmianie niemowlat, zwlaszcza nadmierne spozycie mleka
modyfikowanego, moze przyczynia¢ si¢ do przyspieszonego wzrostu masy ciala, co stanowi
istotny czynnik ryzyka wystapienia otytosci w p6zniejszych latach zycia (Moschonis i in., 2023;
Evelein 1 in., 2012). Wyniki badan epidemiologicznych wskazuja takze, Zze niemowlgta
karmione mlekiem modyfikowanym maja wyzszy wskaznik masy ciata (BMI, ang. body mass
index) w poroéwnaniu do dzieci karmionych piersia (Huang i in., 2018; Bell i in., 2017).

1.1.3. Programowanie zywieniowe funkcji rozrodczych

Odpowiednia masa ciata oraz wlasciwa ilo$¢ tkanki tluszczowej odgrywaja kluczowa role
w prawidlowym funkcjonowaniu uktadu rozrodczego (Frisch i in.,, 1974). U osob
Z zaburzeniami odzywiania, takimi jak anoreksja, zbyt niska masa ciala prowadzi do zaburzen
hormonalnych, nieregularnych miesigczek, a w ciezszych przypadkach do catkowitego zaniku
menstruacji (Steving i in., 1999; Chen i in., 2023). W wielu sytuacjach przywrocenie
odpowiedniego bilansu energetycznego skutkuje normalizacja cyklu menstruacyjnego
(Frisch 1 in., 1974; Galusca i in., 2023). Podobne zaburzenia moga wystepowaé réwniez
u kobiet z nadwagg i otyloscig, u ktérych nadmiar tkanki tluszczowej wptywa negatywnie
na regularnos¢ cykli. W takich przypadkach redukcja masy ciata czesto przyczynia si¢ do ich
unormowania (Silvestris i in., 2018; Rochester i in., 2009; Matsuzaki i in., 2017).
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Do$wiadczenie stresu zywieniowego W zyciu ptodowym moze wptywac na funkcjonowanie
uktadu rozrodczego w dorostosci. Jednak badania u kobiet urodzonych podczas zimy glodu
w Holandii nie wykazaty istotnych zaburzen w ich ptodnosci ocenianej na podstawie liczby
potomstwa i czestosci poronien w porownaniu z grupg kontrolng (Lumey i Stein, 1997).
W odroznieniu od danych populacyjnych, badania na modelach zwierzecych sugeruja,
ze niedozywienie matki podczas cigzy moze prowadzi¢ do obnizonej ptodnosci potomstwa.
U myszy obserwowano mniejsza liczebnos¢ miotu w kolejnej cigzy (Meikle i Westberg, 2001),
a u potomstwa zenskiego Stwierdzono zmniejszong liczb¢ pecherzykéw jajnikowych
i zaburzong ekspresje genéw zwigzanych z ich funkcjonowaniem (Bernal i in., 2010).

Negatywny wptyw niedozywienia na uklad rozrodczy moze by¢ rowniez konsekwencjg
deficytu energetycznego we wezesnym dziecinstwie. U kobiet, ktore doswiadczyty gtodu przed
pierwsza miesigczka czgéciej wystepowaty nieregularne cykle miesigczkowe (Elias i in., 2007).
Natomiast u kobiet narazonych na niedobory zywieniowe mig¢dzy 2. a 6. rokiem zycia
menopauza wystepowata wezesniej niz w populacji ogoélnej (Elias i in., 2003). Wyniki badan
przeprowadzonych na gryzoniach wykazaty, ze przewlekla restrykcja pokarmowa matki
w okresie laktacji prowadzi do opdznionego dojrzewania plciowego u potomstwa oraz zmian
w ekspresji genow podwzgorza kontrolujgcych funkcje rozrodcze (Kaczmarek i in., 2016).

Dieta wysokotluszczowa stosowana w okresie cigzy i laktacji moze wywolywaé rownie
niekorzystne efekty u zenskiego potomstwa. W badaniach przeprowadzonych na gryzoniach
odnotowano przyspieszone dojrzewanie plciowe oraz nieregularne cykle rujowe w wieku
dorostym (Connor i in., 2012). Co wigcej, podobnie jak w przypadku niedozywienia, dieta
bogata w tluszcze u matek prowadzita u ich corek do zaburzen w rozmiarze i morfologii
jajnikow oraz rozregulowania hormonalnego (Zhou i in., 2019; Lin i in., 2017).

1.1.4. Rola leptyny w programowaniu zywieniowym i dojrzewaniu plciowym

W kontekScie programowania zywieniowego w okresie postnatalnym szczegdlng uwage
zwraca si¢ na sktadniki mleka matki, ktore moga wplywac na metabolizm 1 rozwoj organizmu
noworodka. Sktad mleka moze by¢ modyfikowany przez diete matki, choroby, ktorych
doswiadcza oraz rézne czynniki §rodowiskowe. Zmienia si¢ on w trakcie laktacji w sposob
dostosowany do zmieniajagcych si¢ potrzeb rosngcego niemowlgcia (Kunz i in. 1999).
Leptyna, jeden z hormonéw obecnych w mleku matki, uwazana jest za istotny czynnik
przyczyniajacy si¢ do korzystnego wptywu karmienia piersia na zdrowie potomstwa (Palou
i Pico, 2009).

Leptyna jest hormonem syntetyzowanym glownie przez tkanke thuszczowa, ktorego dziatanie
w obregbie osrodkowego ukladu nerwowego polega na oddziatywaniu z receptorami
zlokalizowanymi w podwzgorzu, co prowadzi do hamowania odczuwania gtodu oraz
zwickszenia wydatku energetycznego (Ahima i Flier, 2000). Istnieje hipoteza, ze leptyna
obecna w mleku matki moze by¢ wchtaniana do krazenia ogo6lnoustrojowego noworodkow
i niemowlat za posrednictwem receptoréw leptynowych znajdujgcych si¢ na komorkach
nablonkowych zotadka i jelita cienkiego (Casabiell i in., 1997; Aparicio i in., 2005;
Chatmethakul i in., 2022). Mechanizm ten moze odgrywac istotng role we wczesnej regulacji
bilansu energetycznego oraz metabolizmu. Co wigcej, wyniki badan naukowych wskazuja,
ze podawanie fizjologicznych stezen leptyny w okresie laktacji prowadzi do zahamowania
pobierania pokarmu u mtodych osobnikow, nie wptywajac jednoczesnie na ich mase ciata
(Sanchez i in., 2005). Wyniki te sugeruja, ze leptyna dostarczana wraz z mlekiem matki moze
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uczestniczy¢ w krotkoterminowej regulacji pobierania pokarmu u noworodkéw oraz wywierac
dodatkowe efekty biologiczne w okresie, gdy zarowno tkanka tluszczowa, jak i uktady
kontrolujgce apetyt pozostaja jeszcze niedojrzate (Sanchez i in., 2005).

Leptyna jest réwniez istotnym czynnikiem zaangazowanym w programowanie funkcji
metabolicznych. Wykazano, ze jej podanie we wczesnym okresie postnatalnym moze tagodzié,
a nawet odwraca¢ negatywne skutki niedozywienia doswiadczonego w zyciu ptodowym,
szczegoblnie u osobnikéw zywionych w dorostosci dietg wysokottuszczowa (Vickers i in., 2005;
Gluckman i in., 2007; Szostaczuk i in., 2017). Obserwacje te wskazuja, ze leptyna moze petnié
funkcje czynnika ochronnego, wspomagajgc adaptacje organizmu do zmieniajacych sie
warunkéw Srodowiskowych (zywieniowych) w ciggu zycia.

Istotng rol¢ leptyny w zachowaniu plodnosci potwierdzaja badania przeprowadzone
na myszach ob/ob, pozbawionych genu kodujagcego ten hormon. Zwierzgta te cechujg si¢
znaczng otylo$cig, wynikajaca gtownie z nadmiernego spozycia pokarmu oraz obnizonego
wydatku energetycznego (Coleman, 1978). Chociaz narzady rozrodcze tych zwierzat rozwijaja
si¢, pozostajg One wyraznie mniejsze, a zarowno samce, jak i samice zatrzymujg si¢ W rozZwoju
plciowym na etapie przedpokwitaniowym. U samic obserwuje si¢ ponadto znaczne obnizenie
poziomu hormonéw plciowych (Batt i in., 1982; Chehab i in., 1996; Farooqi i in., 2002).
Co istotne, restrykcja kaloryczna, mimo ze prowadzi do redukcji masy ciata, nie przywraca
funkcji rozrodczych u tych zwierzat. Dopiero suplementacja leptyng umozliwia inicjacje
dojrzewania plciowego oraz odzyskanie ptodnosci (Mounzih i Chehab, 1997).

Podobne zaleznos$ci obserwuje si¢ u ludzi z mutacjami w genie kodujacym leptyng. Osoby
te rozwijaja otylos¢ juz na wczesnych etapach zycia i nie przechodza dojrzewania ptciowego
(Ozatai in., 1999). Podanie leptyny w dziecifstwie u tych osob nie prowadzi do przyspieszenia
dojrzewania ptciowego, co potwierdza wczesniejsze obserwacje wskazujace, ze hormon ten nie
jest bezposrednim inicjatorem tego procesu, lecz petni funkcje czynnika warunkujacego jego
przebieg (ang. permissive effect) — jest niezbedny do jego zajscia, jednak sam go nie wywotuje
(Farooqi i in., 2002). Sugeruje to, ze leptyna nie tylko reguluje dostepnos¢ energii, ale takze
pelni funkcje metabolicznego czynnika kontrolujgcego moment rozpoczecia dojrzewania
plciowego.

Na podstawie opisanych powyzej obserwacji mozna stwierdzi¢, ze leptyna petni funkcje
swoistego tacznika migdzy metabolizmem a funkcjami rozrodczymi, co czyni ja Kluczowym
elementem wczesnej regulacji fizjologicznej. Oznacza to, ze zardwno jej stezenie,
jak i funkcjonalno$¢ w poczatkowym okresie zycia moga mie¢ konsekwencje dla zdrowia
reprodukcyjnego oraz metabolicznego.

1.2. Programowanie zywieniowe na przestrzeni pokolen

Wigkszo$¢ czynnikow srodowiskowych nie wywotuje trwatych zmian w sekwencji DNA 1 nie
prowadzi bezposrednio do wystagpienia mutacji genetycznych (Jirtle i Skinner, 2007).
Niemniej jednak, jak opisano wczesniej, czynniki te moga istotnie wptywac¢ na fenotyp
organizmu oraz zwigksza¢ ryzyko rozwoju réznych chorob, takze w kolejnych pokoleniach.
Kluczowa role w przekazywaniu skutkow oddziatywan $rodowiskowych pomigdzy
pokoleniami odgrywa dziedziczenie epigenetyczne, a takze ekspozycja na niedobor
lub nadmiar czynnikow srodowiskowych w szczegdlnie wrazliwych oknach programowania
obejmujgcych komorki germinalne.
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1.2.1. Modyfikacje epigenetyczne

Modyfikacje epigenetyczne obejmuja procesy takie jak metylacja DNA, acetylacja
I deacetylacja histonow, regulacja ekspresji genow z udzialem niekodujacych RNA oraz
remodelowanie chromatyny (Dupont i in., 2009). Pelnig one kluczowa role w regulacji ekspres;ji
gendw, umozliwiajac ich aktywacj¢ lub wyciszenie w zalezno$ci od kontekstu komoérkowego
oraz potrzeb organizmu.

1.2.1.1. Metylacja DNA

Metylacja DNA polega na przytaczeniu grupy metylowej, pochodzacej od donora S-adenozylo-
L-metioniny, do atomu wegla C5 pierScienia cytozyny. Zachodzi najczeSciej w obrebie
dinukleotydéw CpG, prowadzac do powstania 5-metylocytozyny (5mC; Holliday i Pough,
1975). Metylacja DNA zazwyczaj skutkuje wyciszeniem ekspresji genéw, poprzez hamowanie
wigzania czynnikow transkrypcyjnych z sekwencjami promotorowymi lub sprzyjanie rekrutacji
bialek odpowiedzialnych za kondensacj¢ chromatyny, co w konsekwencji uniemozliwia
aktywnos$¢ transkrypcyjng (Bird, 2002).

Metylotransferazy DNA (DNMT) sg gtéwnymi enzymami odpowiedzialnymi za katalizowanie
procesu metylacji DNA. Do tej rodziny naleza DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B oraz
DNMT3L. Najlepiej poznanym i najpowszechniej wystepujacym enzymem z tej grupy jest
DNMT]1, okreslana mianem metylotransferazy zachowawczej. Odpowiada ona za zachowanie
wzorcow metylacji DNA podczas podziatu komorki. W trakcie replikacji DNMT1 rozpoznaje
hemimetylowane DNA, w ktorym jedynie ni¢ rodzicielska jest zmetylowana, i Katalizuje
przytaczenie grupy metylowej do nowo zsyntetyzowanej nici potomnej. Dzigki temu wzorce
metylacji sg wiernie przekazywane do komorek potomnych (Jeltsch, 2006). DNMTL1 jest
niezbedny dla zachowania pamigci epigenetycznej, szczegdlnie w komorkach somatycznych,
gdzie stabilno$¢ profili ekspresji genow jest kluczowa dla utrzymania tozsamos$ci 1 funkcji
komorkowej (Bestor, 2000).

DNMT2, mimo klasyfikacji jako metylotransferaza DNA, metyluje glownie RNA (zwlaszcza
tRNA), a jej rola w metylacji DNA pozostaje marginalna (Bestor, 2000).

DNMT3A i 3B odpowiadajg za metylacje zachodzaca de novo. Enzymy te ustanawiajg nowe
wzorce metylacji podczas wczesnego rozwoju embrionalnego, w trakcie roznicowania
komorek oraz w odpowiedzi na bodzce $rodowiskowe (Goll 1 Bestor, 2005).
W przeciwienstwie do DNMT1, DNMT3A i DNMT3B wprowadzaja grupy metylowe
do weczesniej niezmetylowanych regionow DNA, ksztaltujac epigenetyczny ,.krajobraz”
genomu (Okano i in., 1999). DNMT3A pelni szczegoélnie istotng role w rozwoju komorek
plciowych oraz we wczesnej embriogenezie, natomiast DNMT3B jest niezbg¢dna
dla prawidlowego ustalania wzorcow metylacji DNA w okresie implantacji oraz podczas
rozwoju narzadow (Senner, 2011).

DNMT3L pehi funkcje regulatorowa w procesie metylacji DNA. Cho¢ nie wykazuje
aktywnosci katalitycznej, wspomaga dziatanie metylotransferaz de novo poprzez zwigkszenie
ich powinowactwa do DNA oraz stymulowanie ich aktywnosci enzymatycznej. DNMT3L,
mimo braku aktywnos$ci katalitycznej, jest kluczowa dla ustanawiania wzorcow metylacji
imprintow genomowych podczas gametogenezy (Bourc'his i in., 2001).
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1.2.1.2. Modyfikacje histonow

Modyfikacje epigenetyczne histondow obejmuja metylacje, acetylacje, fosforylacje
I ubikwitynacje¢, z ktorych kazda jest katalizowana przez specyficzne enzymy, ktore dodaja
lub usuwaja grupy chemiczne z bialek histonowych. Acetylotransferazy histonowe (HAT)
dodaja grupy acetylowe do reszt lizynowych na histonach, co prowadzi do rozluznienia
chromatyny, a tym samym ulatwia aktywacj¢ transkrypcyjng (Kouzarides, 2007). Proces
odwrotny przeprowadzany jest przez deacetylazy histonowe (HDAC), ktére usuwajac grupy
acetylowe, prowadza do kondensacji chromatyny. Metylacja histonéw, zachodzaca gléwnie
na resztach lizyny i argininy, jest mediowana przez metylotransferazy histonowe (HMT),
ktére dodaja grupy metylowe do konkretnych aminokwaséw, wplywajac na aktywno$¢ genow
w zalezno$ci od kontekstu modyfikacji (Martin i Zhang, 2005). Na przyktad, trimetylacja
histonu H3 w pozycji lizyny 4 (H3K4me3) jest markerem aktywnych promotoréw, natomiast
trimetylacja tego samego histonu w pozycji lizyny 27 (H3K27me3) wigze si¢ z wyciszaniem
genow (Ringrose i Paro, 2004). Dodatkowo, fosforylacja histonow, kontrolowana przez
enzymy takie jak kinazy zalezne od cyklin, odgrywa kluczowa role w regulacji cyklu
komorkowego oraz odpowiedzi na uszkodzenia DNA (Rossetto i in., 2012).

1.2.1.3. Niekodujgce RNA

Niekodujace RNA odgrywaja istotng rolg w regulacji epigenetycznej ekspresji genow.
Szczegblne znaczenie majg dtugie RNA niekodujace (IncRNA, ang. long non-coding RNA)
ktére poprzez rekrutacje kompleksow modyfikujacych chromatyne wptywaja na jej strukture
(Rinn i Chang, 2012), oraz mikroRNA (miRNA, ang. microRNA), regulujace ekspresje gendw
na poziomie posttranskrypcyjnym (Bartel, 2009). Niekodujace RNA moga rowniez modulowac
aktywnos¢ metylotransferaz DNA, ksztattujac wzorce metylacji DNA (Zhang i in., 2019).

1.2.2. Miedzypokoleniowe i transgeneracyjne skutki oddzialywan srodowiskowych

Mozliwos$¢ przekazywania skutkow oddziatywan $rodowiskowych pomiedzy pokoleniami
stanowi jeden z kluczowych probleméw wspolczesnej biologii rozwoju 1 epigenetyki. W tym
konteks$cie  istotne jest rozroznienie pomigdzy  efektami  wielopokoleniowymi
(ang. multigenerational) a dziedziczeniem transgeneracyjnym (ang. transgenerational).
Dziedziczenie wielopokoleniowe dotyczy sytuacji, w ktdrej zarowno organizm rodzicielski,
jak i rozwijajace si¢ potomstwo (lub komorki, z ktorych powstanie) sa bezposrednio narazone
na dziatanie danego czynnika $srodowiskowego, co moze prowadzi¢ do zmian - najczegsciej
o charakterze  epigenetycznym. Natomiast dziedziczenie transgeneracyjne  polega
na przekazaniu tych zmian dalej, poza pokolenia narazone bezposrednio na czynnik
programujacy (Jirtle i Skinner, 2007).

W przypadku narazenia ci¢zarnej samicy (pokolenie F0O) na okre§lony czynnik srodowiskowy,
bezposrednio eksponowane sa jednoczesnie: organizm matki, rozwijajacy si¢ ptodd (pokolenie
F1) oraz komorki ptciowe (linia germinalna), z ktorych w przysztosci powstanie pokolenie F2
(Ryc. 1.1). Zmiany fenotypowe obserwowane w pokoleniu F1 i F2 w takim schemacie
ekspozycji sa zwykle klasyfikowane jako efekty wielopokoleniowe wynikajace
Z bezposredniego narazenia na czynnik programujacy. Natomiast o dziedziczeniu
transgeneracyjnym mowimy wtedy, gdy zmieniony fenotyp, wynikajacy z trwatego zapisu
danego wzorca epigenetycznego, utrzymuje si¢ w pokoleniu niepoddanym bezposredniej
ekspozycji — w przypadku narazenia ci¢zarnej samicy bedzie to pokolenie F3 i kolejne
(Skinner, 2008). Analogiczna sytuacja dotyczy ekspozycji na czynniki $rodowiskowe
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we wczesnym okresie zycia postnatalnego, np. podczas laktacji, w zalezno$ci od okna rozwoju
komorek rozrodczych potomstwa.

Nalezy jednak podkresli¢c, ze granica pomigdzy efektami wielopokoleniowymi
a transgeneracyjnymi zalezy od tego, czy na czynnik $rodowiskowy narazona byla
ci¢zarna/karmigca samica, czy tez samiec przed zaptodnieniem. W przypadku ekspozycji samca
(pokolenie FO) przed aktem kopulacji (zaptodnieniem), skutkujgcym postaniem kolejnego
pokolenia (F1), bezposrednio narazone sg jego plemniki (lub komoérki prekursorowe
spermatogenezy). W tym przypadku potomstwo F1 moze wykazywaé skutki programowania
wielopokoleniowego, ktore wynikajg z ekspozycji gamety, a za pierwsze pokolenie o cechach
odziedziczonych na drodze transgeneracyjnej czesto uznaje si¢ pokolenie F2.

Ekspozycja samicy na Ekspozycja samicy na Ekspozycja samca na

czynniki Srodowiskowe czynniki Srodowiskowe czynniki Srodowiskowe
podczas ciagzy podczas laktaciji

Fo Fo Fo Fa

;
&

e B

A

(ang. interg

migdzypokoleni

dziedziczenie wielopokoleniowe (ang. multigenerational) /

‘U mH F1 Y R
4 e 4 e ) W2 -
P L (ii
i F2
y_ — X y’ _

F3 R F2

Ryc. 1.1 Dziedziczenie wielopokoleniowe/mig¢dzypokoleniowe i  transgeneracyjne. Dziedziczenie
wielopokoleniowe (ang. multigenerational), nazywane tez migdzypokoleniowym (ang. intergenerational) odnosi
si¢ do efektow fenotypowych obserwowanych u potomstwa (F1) w wyniku bezposredniej ekspozycji organizmu
rodzicielskiego (F0), w tym takze jego komorek rozrodczych, na okreslone czynniki $rodowiskowe. Skutki
ekspozycji ciezarnej lub karmigcej samicy moga obejmowaé rowniez kolejne pokolenia, poniewaz niekorzystne
warunki srodowiskowe dziatajagce w organizmie matczynym (FO) wptywajg nie tylko na rozwoj jej potomstwa
(F1), lecz takze na komorki plciowe (linia germinalna), z ktorych powstaje pokolenie F2. Dziedziczenie
transgeneracyjne dotyczy sytuacji, w ktorej zmiany fenotypowe sg przekazywane kolejnym pokoleniom mimo
braku ich bezposredniej ekspozycji na pierwotny czynnik $rodowiskowy; w zaleznosci od pici osobnika
z pokolenia FO pierwszym pokoleniem niewystawionym bezposrednio na czynnik moze by¢ F2 (ekspozycja
samca) lub F3 (ekspozycja ci¢zarnej badz karmiacej samicy). Schemat przygotowano z wykorzystaniem narzedzia
BioRender.com.
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W 2010 roku Skinner podsumowat swoje badania, formutujac nastepujaca definicje
dziedziczenia transgeneracyjnego: ,,przekazywanie informacji epigenetycznej przez lini¢
zarodkowa (plemniki lub komoérki jajowe) pomiedzy pokoleniami, niezaleznie
od bezposredniej ekspozycji na czynniki srodowiskowe lub ingerencje genetyczne” (Skinner
I in.,, 2010). Definicja ta podkresla kluczowa rol¢ mechanizméw epigenetycznych
w dlugoterminowym dziedziczeniu zmian fenotypowych, ktore moga mie¢ istotne
konsekwencje dla zdrowia oraz zdolno$ci adaptacyjnych organizméw do zmieniajacych si¢
warunkéw  §rodowiskowych. Jednoczesnie rozroznienie pomigdzy dziedziczeniem
wielopokoleniowym a transgeneracyjnym pozostaje istotnym wyzwaniem metodologicznym.

W przeciwienstwie do podejécia reprezentowanego przez Skinnera, W czesci publikacji termin
,,dziedziczenie wielopokoleniowe” bywa stosowany zamiennie z okre$leniem ,,dziedziczenie
miedzypokoleniowe” (ang. intergenerational), co prowadzi do niejednoznacznosci
terminologicznej prac naukowych (Tuscher i Day, 2019; Merkve Knudsen i in., 2018; Burton
i Greer, 2022). Inni autorzy proponujg szersze ujecie dziedziczenia wielopokoleniowego, jako
pojecia obejmujacego zarowno klasyczne dziedziczenie migdzypokoleniowe, dotyczace
pokolen bezposrednio narazonych na dany czynnik s$rodowiskowy, jak i dziedziczenie
transgeneracyjne, obserwowane u potomstwa pozbawionego bezposredniego kontaktu z tym
czynnikiem (Tuscher i Day, 2019). Takie podejscie pozwala unikna¢ koniecznos$ci
jednoznacznego wykazania epigenetycznej transmisji  niezaleznej od  ekspozycji
srodowiskowej, co w badaniach populacyjnych i eksperymentalnych czgsto pozostaje trudne
do jednoznacznego potwierdzenia. W odniesieniu do modelu badawczego zastosowanego
w niniejszej pracy zdecydowano si¢ na okreslenie ,,efekty wielopokoleniowe”, aby zachowaé
zgodno$¢ z definicjami proponowanymi przez innych autorow.

1.2.3. Dziedziczenie miedzypokoleniowe i transgeneracyjne w kontekscie badan
na ludziach i modelach zwierzecych

Dziedziczenie zmian indukowanych przez czynniki srodowiskowe zostato udokumentowane
zarbwno w badaniach na modelach zwierzgcych, jak i w populacjach ludzi. Jednym
Z najbardziej znanych przyktadow jest analiza konsekwencji omawianej juz wczesniej zimy
gtodu w Holandii, obejmujaca rowniez pokolenie F2. Chociaz u potomstwa F2 nie
zaobserwowano zwigkszonej czgstosci chordb sercowo-naczyniowych ani zaburzen
metabolicznych, skutki stresu zywieniowego doswiadczonego w zyciu ptodowym przez ich
rodzicow (pokolenie F1) manifestowaty si¢ u ich potomstwa miedzy innymi w postaci
zwigkszonego otluszczenia organizmu w okresie noworodkowym oraz pogorszenia stanu
zdrowia w p6zniejszym zyciu (Painter i in., 2008).

Istotnym aspektem tych obserwacji jest zalezno$¢ efektow od pici rodzica pokolenia F1.
Wykazano, ze jedynie potomstwo ojcow, ktorzy w zyciu ptodowym doswiadczyli niedoborow
sktadnikow odzywczych, charakteryzowalo sie¢ wyzsza masg ciala oraz wskaznikiem BMI
W poréwnaniu Z 0sobami nienarazonymi na tego rodzaju stres metaboliczny (Veenendaal i in.,
2013).

Badania na modelach zwierzgcych umozliwiajg bardziej szczegblowe analizy epigenomu 0raz
identyfikacj¢ mechanizmow lezacych u podstaw dziedziczenia migedzypokoleniowego
I transgeneracyjnego. Wykazano, ze ograniczenie podazy biatka w diecie ciezarnych samic
prowadzi do zmian w metylacji promotoréw wybranych genéw w watrobie potomstwa F1,
przy czym analogiczne zmiany obserwowano u pokolenia F2 (Burdge i in., 2007).

20



Rowniez eksperymenty z udziatem zwierzat wskazuja, ze skutki oddziatywan srodowiskowych
w okresie prenatalnym manifestuja si¢ w zaleznosci od plci rodzica wystawionego
na niedozywienie. U potomstwa samcéw z pokolenia F1 obserwowano nizszag mase
urodzeniowg, natomiast ekspozycja samic na niedozywienie in utero wigzala si¢
ze zwigkszonym ryzykiem otytosci w pokoleniu F2 (Jimenez-Chillaron i in., 2009).
Natomiast, stosowanie diety wysokotluszczowej u cigzarnych samic prowadzito do utrzymania
si¢ podwyzszonej masy ciata az do pokolenia F3, przy czym efekt ten byt przekazywany
wytacznie przez lini¢ ojcowska (Dunn i in., 2011).

Zrozumienic mechanizmow dziedziczenia migdzypokoleniowego 1 transgeneracyjnego
ma kluczowe znaczenie dla badan nad dlugofalowym wptywem czynnikow srodowiskowych
na zdrowie przysztych pokolen. Szczegolng uwage nalezy zwroci¢ na ich oddzialywanie
na funkcjonowanie uktadu rozrodczego, poniewaz zmiany epigenetyczne moga nie tylko
determinowac¢ zdrowie jednostki, ale takze wptywac na ptodnos¢ i dtugoterminowa stabilno$¢
populacji. W interpretacji takich efektow istotne jest odrdznienie transmisji przez lini¢
zarodkowa od powtarzajacego si¢ wplywu $rodowiska macicy w kolejnych cigzach,
co omowiono w kolejnym podrozdziale.

1.2.4. Srodowisko prenatalne jako czynnik ksztaltujacy zdrowie przyszlych pokolen

Przyjmuje si¢, ze skutki programowania zywieniowego moga by¢ takze przekazywane w linii
matczynej de novo w kolejnych pokoleniach, jako konsekwencja rozwoju ptodu
W nicoptymalnym srodowisku wewngtrzmacicznym, a nie wylacznie na skutek bezposrednio
dziedziczonych modyfikacji epigenetycznych. Oznacza to, ze niekorzystne warunki
zywieniowe w jakich rozwijata si¢ matka, moga trwale ksztattowac¢ jej fizjologie i metabolizm,
a tym samym wptywaé na Srodowisko macicy podczas kolejnej cigzy, ktore staje sig
czynnikiem programujacym rozwdj potomstwa.

Wsrod czynnikow matczynych bezposrednio wptywajacych na rozwoj ptodu mozna wymienié
migdzy innymi przeplyw krwi w macicy, funkcjonowanie tozyska oraz ogélny stan
metaboliczny matki. Niewystarczajacy przeptyw krwi w macicy lub niewydolnos$¢ tozyska
moga prowadzi¢ do wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrostu (IUGR, ang. intrauterine
growth retardation), stanu, w ktorym ptdd nie otrzymuje wystarczajacej ilosci sktadnikow
odzywczych i tlenu. [IUGR wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju choréb sercowo-
naczyniowych oraz zaburzen metabolicznych, takich jak cukrzyca typu 2, w pdzniejszym zyciu
(Barker, 1997; Malhotra i in., 2019).

Otyto$¢ matczyna zostala powigzana ze zmianami w transporcie sktadnikow odzywczych przez
tozysko, co moze prowadzi¢ do nadmiernego wzrostu ptodu (Gaccioli, 2013). Z kolei
niedozywienie matki w czasie cigzy moze skutkowaé zarowno ograniczonym,
jak i nadmiernym wzrostem lozyska, w zaleznosci od momentu wystapienia oraz czasu trwania
niedoboru sktadnikow odzywczych. Ponadto zaburzenia metaboliczne matki, takie jak stan
przedrzucawkowy czy cukrzyca cigzowa, mogg istotnie zakloca¢ Srodowisko
wewnatrzmaciczne, prowadzac do nieprawidlowej regulacji gospodarki glukozowej
i transportu sktadnikéw odzywczych, co zwigksza ryzyko rozwoju otyto$ci i insulinoopornosci
u potomstwa w dorostosci (Reichetzeder i in., 2016).

Interpretacja wynikow badan nad dziedziczeniem wielopokoleniowym stanowi zatem istotne
wyzwanie, poniewaz zmiany fenotypowe obserwowane w pokoleniu F2 moga wynikaé
zarowno z dziedziczonych modyfikacji epigenetycznych, jak i z wptywu §rodowiska macicy
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podczas cigzy (Lacal i Ventura, 2018). Zaburzona podaz sktadnikow odzywczych in utero
lub zmieniony sktad mleka matki w okresie laktacji mogg wplywac na metabolizm oraz masg
ciala potomstwa, co w kolejnych cigzach moze wtérnie modyfikowaé S$rodowisko
wewnatrzmaciczne, potencjalnie ksztattujgc zdrowie nastepnych pokolen.

1.3.  Os podwzgorze-przysadka-gonady i kontrola jej funkcjonowania

1.3.1. Neuroendokrynna regulacja osi podwzgorze-przysadka-gonady

0§ podwzgorze-przysadka-gonady (HPG, ang. hypothalamus-pituitary-gonadal axis) jest
kluczowym uktadem neuroendokrynnym, ktéry poprzez ztozony system hormonalnych
sprzgzen zwrotnych reguluje funkcje rozrodcze u ssakow. O$ ta rozpoczyna si¢ w podwzgorzu,
gdzie w okolicy przedwzrokowej zlokalizowane sg neurony wydzielajace hormon uwalniajacy
gonadotropiny (GnRH, ang. gonadotropin releasing hormone). GnRH stymuluje przedni ptat
przysadki mézgowej do syntezy i wydzielania hormonu luteinizujacego (LH, ang. luteinizing
hormone) oraz hormonu folikulotropowego (FSH, ang. follicle-stimulating hormone),
ktére dzialajac na gonady, pobudzaja gametogeneze oraz wytwarzanie hormondow
steroidowych (Acevedo-Rodrigues i in., 2018).

Aktywno$¢ neuronow GnRH determinuje pulsacyjny wzorzec wydzielania LH i FSH
oraz warunkuje przedowulacyjny wzrost sekrecji gonadotropin u samic. Hormony steroidowe
produkowane przez gonady, takie jak estrogeny (gtownie 17-p-estradiol; E2), progesteron
I testosteron, reguluja funkcjonowanie podwzgoérza i przysadki poprzez mechanizmy
sprzezenia zwrotnego. Charakter regulacji osi HPG rozni si¢ w zaleznosci od plci: U samcow
dominuje ujemne sprzg¢zenie zwrotne, natomiast u samic wystepuje zarOwno ujemne,
jak i dodatnie sprzezenie zwrotne, zwigzane z przebiegiem cyklu menstruacyjnego
lub rujowego (Caraty i Franceschini, 2008).

Przez wigkszo$¢ cyklu u samic, niskie i umiarkowane stezenia estrogenow wydzielanych przez
jajniki wywieraja negatywne sprz¢zenie zwrotne na uwalnianie GnRH, warunkujac
pulsacyjnos¢ jego wydzielania (Sarkar i Fink, 1980; Chongthammakun i Terasawa, 1993;
Evans i in., 1994). Wraz ze wzrostem stgzenia estrogenow podczas dojrzewania pecherzyka
jajnikowego dochodzi jednak do zmiany charakteru ich dziatania z hamujgcego na stymulujace.
Skutkuje to aktywacja dodatniego sprzezenia zwrotnego, prowadzacego do gwaltownego
wzrostu wydzielania GnRH (Sarkar i in., 1976; Moenter i in., 1990), a w konsekwencji wyrzutu
LH z przysadki mézgowej, ktory inicjuje owulacj¢ (Freeman, 1994; Goodman i Inskeep, 2006).

Poczatkowo zaktadano, ze hormony steroidowe produkowane przez gonady oddziatujg
bezposrednio na neurony GnRH. Poézniejsze badania wykazaly jednak, ze neurony te nie
wykazuja ekspresji klasycznych receptorow hormonéw steroidowych (Couse i in., 2003;
Herbison, 2008). Sugerowano, ze regulacja wydzielania GnRH przez hormony steroidowe
odbywa si¢ posrednio, za posrednictwem innych populacji neuronéw wrazliwych na steroidy.
Sposrod wielu potencjalnych mediatoréow kluczowa role przypisano neuronom produkujacym
kisspeptyne, ktore uczestniczg zarowno w mechanizmach ujemnego, jak i dodatniego
sprzgzenia zwrotnego (Smith i in., 2005). Charakterystyczng cechg neuronéw kisspeptynowych
u samic jest powszechna ekspresja receptora estrogenowego alfa (ERa), ktory odgrywa wazna
role w przekazywaniu sygnatow E2 w trakcie cyklu ptciowego (Smith i in., 2005).
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1.3.2. Rola kisspeptyny w regulacji dojrzewania plciowego i funkcji rozrodczych

Kisspeptyna, a wlasciwie grupa peptydow okreslanych jako Kisspeptyny, jest produktem genu
KISS1 (Kissl u gryzoni). Gen ten koduje rodzing peptydow o zblizonej strukturze, z ktorych
glownym produktem jest kisspeptyna-54 (znana rowniez jako metastatyna), a takze jej krotsze
warianty, takie jak kisspeptyna-14, kisspeptyna-13 i kisspeptyna-10. Wszystkie te peptydy maja
zdolnos¢ aktywacji receptora GPR54, znanego rowniez jako KISSIR (Kisslr u gryzoni;
Oakley i in., 2009; Pinilla i in., 2012; Roa i in., 2008).

U ludzi mutacje w genie kodujacym receptor kisspeptyny prowadzg do hipogonadyzmu
hipogonadotropowego, ktory objawia si¢ niedostatecznym rozwojem gonad, brakiem
drugorzedowych cech plciowych oraz niskimi st¢zeniami hormonéw plciowych
(Seminara i in., 2003). Zblizone fenotypy obserwowano w badaniach na modelach mysich,
w ktorych mutacje w genie kodujacym kisspeptyng lub jej receptor skutkowaly brakiem
dojrzewania plciowego, nieptodnoscig oraz obnizonym poziomem hormondéw plciowych

(Colledge, 2009).

Fundamentalna rola kisspeptyny w prawidtowym funkcjonowaniu osi HPG wynika
z jej kluczowego zaangazowania w regulacje wydzielania GnRH oraz gonadotropin. Badania
eksperymentalne wykazaty, ze podanie egzogennej kisspeptyny gryzoniom, a takze innym
gatunkom, w tym ludziom, prowadzi do wzrostu stezenie LH i FSH w krazeniu (Oakley i in.,
2009; Kauffman, 2010). Dalsze badania potwierdzity, ze Kkisspeptyna Syntetyzowana
W podwzgérzu bezposrednio aktywuje neurony GnRH poprzez receptor kisspeptynowy,
inicjujac i podtrzymujac aktywno$¢ osi rozrodczej (Oakley i in., 2009; Kauffman, 2010).

W okresie dojrzewania piciowego podwzgoérzowy uktad Kisspeptynowy, rozumiany jako
system  sygnalizacji  kisspeptyna-KISS1R/GPR54  sterujacy  wydzielaniem  GnRH
w podwzgorzu, ulega intensywnej i zlozonej aktywacji, niezbednej dla prawidlowego
przebiegu pokwitania. Badania prowadzone na gryzoniach wykazaty, ze dojrzewanie ptciowe
wigze si¢ ze wzrostem wrazliwo$ci na stymulujace dzialanie kisspeptyny w zakresie
odpowiedzi GnRH/LH (Castellano i in., 2006; Han i in., 2005). Rownocze$nie obserwuje si¢
znaczacy wzrost ekspresji genu Kissl w podwzgorzu u szczurdéw i malp w tym okresie,
co wskazuje na nasilenie sygnalizacji kisspeptynowej (Navarro i in., 2004; Shahab i in., 2005).
Szczegdtowe analizy neuroanatomiczne U Samic myszy ujawnily takze gwaltowny wzrost
liczby neuronéw kisspeptynowych w czasie dojrzewania ptciowego, a takze zwigkszenie liczby
projekcji i kontaktow synaptycznych tych neuronoéw z neuronami GnRH (Clarkson i in., 2010).

1.3.2.1. Populacje neuronow kisspeptynowych w podwzgorzu

U wielu gatunkow ssakoéw, w tym gryzoni, owiec i naczelnych, ekspresje Kisspeptyny
wykazano gtownie w dwoch odrebnych regionach podwzgorza: w okolicy przedwzrokowej
(POA, ang. preoptic area) — ktéra u gryzoni obejmuje jadro przednio-brzuszne okotokomorowe
oraz sgsiadujace jadro okotokomorowe (AVPV/PeN, ang. anteroventral periventricular
nucleus/periventricular nucleus), a takze w jadrze tukowatym (ARC, ang. arcuate nucleus;
Herbison, 2008; Lehman i in., 2013).

Jak wcze$niej wspomniano, neurony kisspeptynowe w podwzgdrzu odgrywaja nadrzedng role
w przekazywaniu sygnatow hormonéw ptciowych do neuronéow GnRH. Schemat na rycinie 1.2
przedstawia regulacje sygnatu kisspeptynowego w ARC oraz AVPV/PeN przez estrogeny,
opartg o sprze¢zenia zwrotne. W ARC, ktore odpowiada za pulsacyjne wydzielanie GnRH,
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ekspresja Kissl jest hamowana przez estrogeny w ramach ujemnego sprzezenia zwrotnego,
co umozliwia precyzyjng kontrolg czestotliwosci pulséw GnRH oraz LH (Oakley i in., 2009;
Kauffman, 2010). Z kolei neurony kisspeptynowe w rejonie AVPV/PeN posrednicza
w dodatnim sprzezeniu zwrotnym estrogenow, inicjujac przedowulacyjny wyrzut GnRH i LH
(Khan i Kauffman, 2012). Wykazano, ze ekspresja genu Kissl w tym obszarze jest wyzsza
U samic niz u samcow, u ktorych nie obserwuje si¢ przedowulacyjnego wzrostu stezenia LH.
Ponadto neurony kisspeptynowe w regionie AVPV/PeN charakteryzuja si¢ zwigkszong
aktywnoscig neuronalng w okresie poprzedzajacym wyrzut LH (Robertson i in., 2009).
Znaczenie kisspeptyny w regulacji owulacji potwierdzaja takze badania na myszach
z nokautem genu Kissl lub genu kodujacego receptor kisspeptyny (Gpr54), u ktorych wyrzut
LH nie wyst¢puje nawet po podaniu E2 (Clarkson i in., 2008; Dror i in., 2013).

Poziom ekspresji genu Kissl w ARC u samic gryzoni jest wykrywany juz w okresie
prenatalnym i poczatkowo utrzymuje si¢ na poziomie zblizonym do obserwowanego
u dorostych osobnikow. Przed okresem dojrzewania (okoto 3 tydzien zycia) ekspresja ta ulega

przejsciowemu obnizeniu, by nastgpnie ponownie wzrosnaé w trakcie dojrzewania ptciowego
(Takumi i in., 2011; Semaan i Kauffman, 2022).

W rejonie AVPV/PeN pierwsze neurony kisspeptynowe u myszy i szczurOw pojawiaja si¢ pod
koniec drugiego tygodnia zycia postnatalnego (okoto 10-15 dnia po urodzeniu), jednak ich
liczba poczatkowo pozostaje bardzo niska (Cao i in., 2012; Semaan i in., 2010). Istotny wzrost
liczebno$ci populacji neurondéw kisspeptynowych w omawianym obszarze podwzgorza
nastepuje W czwartym tygodniu zycia, osiggajac najwyzsze wartosci W okresie bezposrednio
poprzedzajacym dojrzewanie ptciowe (Semaan i Kauffman, 2015; Clarkson i Herbison, 2006).
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Ryc. 1.2 Ujemne i dodatnie sprz¢zenia zwrotne estrogenéw W ARC oraz AVPV/PeN samic gryzoni z udziatem
neurondw kissppetynowych. Neurony ARC wykazujace ekspresje ERa, posredniczag w hamowaniu przez estradiol
wydzielania hormonu GnRH w podwzgérzu oraz LH z przysadki mozgowej w ramach ujemnego sprzezenia
zwrotnego. Wraz z dojrzewaniem pecherzykow jajnikowych podczas cyklu rujowego poziom estradiolu
w krazeniu znaczaco wzrasta i dziatajac poprzez neurony kisspeptynowe zlokalizowane w obrebie jadra przednio-
brzusznego okotokomorowego oraz sasiadujagcego  jadra  okolokomorowego (AVPV/PeN),
inicjuje przedowulacyjny wyrzut GnRH i LH w ramach dodatniego sprzgzenia zwrotnego. Schemat przygotowano
z wykorzystaniem narzedzia BioRender.com.

W trakcie cyklu rujowego, E2 nie tylko reguluje aktywno$¢ opisanych powyzej populacji
neuronow kisspeptynowych lecz takze odgrywa kluczowa role¢ w ich rozwoju przed
osiggnigciem dojrzatosci plciowej. Usunigcie gonad u samic okoto 15 dnia Zzycia prowadzi
do spadku ekspresji kisspeptyny w regionie AVPV/PeN o 70-90%, zarowno w oOKresie
dojrzewania, jak i u dorostych osobnikow (Clarkson i in., 2009, 2012). Efekt ten ulega
odwroceniu po podaniu niskich dawek E2 (Clarkson i in., 2009). Zasadniczg role¢ E2 w rozwoju
neuronow kisspeptynowych w rejonie AVPV/PeN potwierdzajg rowniez badania wykonane
na myszach pozbawionych enzymu aromatazy cytochromu P450, katalizujacego konwersje
testosteronu do estradiolu — u tych zwierzat obserwowano nieliczne neurony kisspeptynowe
w AVPV/PeN lub ich catkowity brak (Clarkson i in., 2009).

Usunigcie jajnikdw samicom myszy na Wczesnym etapie zycia prowadzi do wzrostu ekspresji
genu Kissl w ARC, co stanowi efekt przeciwny do obserwowanego w regionie AVPV/PeN
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(Kauffman i in., 2009). Analogiczne zaleznos$ci opisano U owiec, u ktorych po usunigciu
jajnikow liczba neurondéw kisspeptynowych w ARC byta wyzsza niz u osobnikéw kontrolnych
— bez owariektomii (Nestor i in., 2012). Dane te wskazuja, ze przed okresem dojrzewania E2
hamuje ekspresje kisspeptyny w ARC, a oslabienie ujemnego sprze¢zenia zwrotnego moze
odpowiada¢ za wzrost ekspresji Kissl w trakcie dojrzewania ptciowego.

1.3.2.2. Neurony KNDy w kontroli pulsacyjnego wydzielania GnRH

Neurony KNDy (ang. Kisspeptin/Neurokinin ~ B/Dynorphin  neurons) stanowia
wyspecjalizowang populacje komoérek nerwowych zlokalizowang w ARC, ktora oprocz
kisspeptyny wykazuje takze ekspresje dwoch innych neuropeptydéw: neurokininy B oraz
dynorfiny A. Neurokinina B kodowana jest przez gen Tac2 u gryzoni oraz TAC3 u cztowieka,
natomiast dynorfina A przez odpowiednio gen Pdyn oraz PDYN (Burke i in., 2006; Navarro
iin., 2012; Goodman i in., 2004).

Neurony KNDy odgrywaja kluczows role w generowaniu i regulacji pulsacyjnego wydzielania
GnRH oraz gonadotropin. Przeciwstawne dzialanie neurokininy B i dynorfiny A pozwala
na precyzyjna regulacje aktywnosci neuronow KNDy, co umozliwia utrzymanie rytmicznego
charakteru sygnalizacji osi HPG (Goodman i in., 2007). Neurokinina B inicjuje i/lub wzmaga
zsynchronizowang aktywno$¢ neuronow KNDy poprzez aktywacj¢ pobudzajacych receptorow
NK3R.W efekcie dochodzi do uwalniania kisspeptyny, ktora oddzialuje nastgpnie na receptory
GPR54 zlokalizowane na neuronach GnRH, stymulujac ich aktywno$¢. Z kolei dynorfina A
wigze si¢ hamujacymi receptorami k-opioidowymi, obnizajac aktywnos$¢ neuronow KNDy
I wygaszajac pulsacyjne wydzielanie GnRH (Uenoyama i in., 2021).

Neurony KNDy wykazujg ekspresje receptorow wrazliwych na sygnaly metaboliczne
(Backholer i in., 2010; Cernea i in., 2016), podobnie jak neurony tworzace z nimi polgczenia
synaptyczne (Elias i in., 1999; Cernea i in., 2016). Dzigki temu stanowig one wazny element
integrujacy sygnaty zwigzane ze stanem energetycznym organizmu z regulacjg osi rozrodczej,
posredniczac w dostosowaniu wydzielania kisspeptyny i GnRH do dostepnosci zasobow
energetycznych.

W badaniach wykorzystujacych restrykcje pokarmowa jako model stresu metabolicznego
wykazano, ze deficyt energetyczny nie tylko obniza ekspresje Kiss1 w ARC, lecz takze thumi
podwzgdrzowa ekspresje genow kodujacych neurokining B oraz jej receptor u dojrzewajacych
samic szczurow (Navarro i in., 2012). Co istotne, opdznienie dojrzewania plciowego u samic
wywotane niedozywieniem w okresie mlodzienczym zostalo czg¢§ciowo zlagodzone poprzez
wielokrotne podawanie agonisty receptora NK3R, co potwierdza funkcjonalne znaczenie
sygnalizacji neurokininy B w tym procesie (Navarro i in., 2012). Efekt ten byt porownywalny
z odpowiedzig uzyskang po iniekcji Kisspeptyny-10 u dojrzewajacych samic szczurow
poddanych podobnemu stopniowi niedozywienia (Castellano i in., 2005). Z kolei
u dojrzewajacych samic szczurow karmionych dieta wysokotluszczowg obserwowano
zwickszong ekspresj¢ Kissl oraz Tac2 w ARC, a takze wzrost czestotliwosci pulsow LH
(Li i in., 2012), co dodatkowo potwierdza udzial neuronow KNDy w powigzaniu stanu
metabolicznego (energetycznego) z regulacja funkcji rozrodczych.

1.3.2.3. Interakcja leptyny i kisspeptyny w regulacji osi podwzgorze-przysadka-gonady

Biorac pod uwage kluczowa rolg kisspeptyny i leptyny w regulacji dojrzewania ptciowego,
zaproponowano hipotezg, ze wspotdziataja one ze soba, zapewniajac prawidlowe
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funkcjonowanie osi HPG. U owiec wykazano, ze neurony Kisspeptynowe zlokalizowane
w obrgbie ARC reaguja na podanie leptyny (Backholer i in., 2010). Ponadto leptyna wplywa
na ekspresj¢ Kissl w podwzgoérzu — jej podanie myszom ob/ob prowadzi do zwigkszenia
ekspresji Kissl (Smith i in., 2006). W tej samej pracy wykazano obecnos$¢ transkryptu
kodujacego receptor leptyny w neuronach kisspeptynowych ARC.

Kolejne badania potwierdzity, ze nadmierna dostepnos¢ pokarmu na wczesnych etapach zycia
prowadzi do zwigkszonej masy ciata, podwyzszonego stezenia leptyny w kragzeniu oraz wzrostu
ekspresji Kiss1 w podwzgorzu. Z kolei ograniczona podaz kalorii wywotywata efekt przeciwny,
co sugeruje, ze sygnalizacja z udzialem leptyny moze modulowaé poziom sygnatu
kisspeptynowego w zalezno$ci od stanu metabolicznego organizmu (Castellano i in., 2011).
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze nie wszystkie dostepne dane jednoznacznie potwierdzajg
bezposrednig zalezno$¢ pomigdzy leptyng a aktywnoscig neurondéw kisspeptynowych (Donato
iin., 2011).

Przyjmuje si¢, ze przed osiagnigciem dojrzatosci plciowej neurony Kisspeptynowe
zlokalizowane w ARC nie wykazuja ekspresji funkcjonalnego receptora leptyny (Cravo i in.,
2013). Mimo to istnieje wyrazna zalezno$¢ pomigdzy poziomem leptyny a momentem
rozpoczecia dojrzewania ptciowego, w ktorym bezsprzecznie uczestniczg neurony produkujace
kisspeptyne. Sugeruje to, ze przedpokwitaniowy wplyw leptyny na neurony Kisspeptynowe
w ARC moze by¢ przekazywany gtéwnie za posrednictwem innych populacji neurondw.
Jednym z proponowanych mechanizmow jest aktywacja neuronéw produkujacych tlenek azotu,
ktore uczestniczg w regulacji ekspresji kisspeptyny w ARC (Petrine i in., 2020). Ponadto
badania Manfredi-Lozano i wspotpracownikow (2016) wskazujg na istotng role neurondow
produkujacych melanokortyng alfa (a-MSH), bedaca produktem genu Pomc, jako kolejnego
ogniwa taczacego sygnaty metaboliczne, takie jak leptyna, z regulacja dojrzewania ptciowego.
W mozgach mtodych gryzoni wykazano obecno$¢ witokien a-MSH bedacych w bliskim
kontakcie z neuronami Kkisspeptynowymi zlokalizowanymi w ARC. Farmakologiczne
blokowanie receptoréw melanokortynowych opdzniato dojrzewanie piciowe, czemu
towarzyszyt spadek ekspresji Kissl w ARC. Natomiast u myszy pozbawionych receptora
kisspeptyny podanie agonistow receptorow o-MSH oslabito stymulujacy wptyw o-MSH
na wydzielanie LH.

Warto rowniez podkresli¢, ze leptyna moze oddziatywacé nie tylko w obrgbie podwzgorza, lecz
takze na innych poziomach osi HPG. Na poziomie przysadki wykazano, ze leptyna
w niewielkim stopniu stymuluje wydzielanie gonadotropin (Yu i in. 1997). W obrgbie gonad
natomiast odnotowano zar6wno pobudzajace, jak i hamujace dziatanie leptyny na rdzne aspekty
ich funkcjonowania, w tym na steroidogeneze oraz produkcje hormonow piciowych
(Tena-Sempere, 2007; Ghizzoni i in., 2001).

1.3.3. Folikulogeneza
1.3.3.1. Struktura i rozwdj pecherzyka jajnikowego

Pecherzyk jajnikowy jest podstawows struktura jajnika odpowiedzialng za rozwdj, dojrzewanie
i uwalnianie komorki jajowej w procesie owulacji. Budujg go komorka jajowa (oocyt) otoczona
komorkami ziarnistymi (ang. granulosa cells) oraz ostonki (ang. theca cells). Ostonka sktada
si¢ z dwoch morfologicznie odrgbnych typéw komorek: steroidogennych komorek ostonki
wewnetrznej (tac. theca interna), ktoére wytwarzaja androgeny oraz komorek ostonki
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zewnetrznej (tac. theca externa), zapewniajagcych rosngcemu pecherzykowi wsparcie
strukturalne.

Rozwdj pecherzykoéw jajnikowych, okreslany jako folikulogeneza, jest wieloetapowym
I precyzyjnie regulowanym procesem prowadzacym do powstania dojrzalego pecherzyka
zdolnego do owulacji. Proces ten pozostaje pod kontrolg sygnatow hormonalnych oraz zmian
metabolicznych zachodzacych zaréwno w oocycie, jak i komorkach somatycznych pecherzyka.

Pecherzyki jajnikowe przechodza kolejne stadia rozwoju, ktére dzieli si¢ na pecherzyki
przedantralne — pozbawione jamy antralnej oraz na pecherzyki antralne, w ktorych jama ta jest
obecna (Macklon i Fauser, 2001; Hillier, 2001). Proces dojrzewania pe¢cherzykow,
zilustrowany na rycinie 1.3, rozpoczyna si¢ na etapie pecherzykow pierwotnych, w ktorych
oocyt otoczony jest pojedyncza warstwa ptaskich komorek ziarnistych. Podziat oocytow w tej
fazie jest zatrzymany w profazie I podzialu mejotycznego. Pgcherzyki pierwotne stanowig tzw.
rezerwe jajnikowa, bedac pula spoczynkowa, z ktorej rekrutowane sg pecherzyki zdolne
do dalszego rozwoju.

W Kkolejnym etapie rozwoju pecherzyki pierwotne przechodza w stadium pecherzykéw
pierwszo- i drugorzgdowych, ktore charakteryzuja si¢ odpowiednio jedng lub dwiema
warstwami komorek ziarnistych. Oocyt pecherzyka pierwotnego posiada glikoproteinowa
otoczke zwang ostonka przejrzysta (tac. zona pellucida), ktora oddziela go od komorek
ziarnistych osadzonych na btonie podstawnej (fac. lamina basalis; Braw-Tal i Yossefi, 1997).
Na etapie pecherzyka drugorzedowego rozpoczyna si¢ réznicowanie komorek ostonki.
Pecherzyki te staja si¢ wrazliwe na dziatanie gonadotropin i zaczynaja syntetyzowac steroidowe
hormony piciowe (Yamoto i in., 1992; Zhang i in., 2001; Yung i in., 2014).

Wraz z dalszym dojrzewaniem pecherzyka zwigksza si¢ liczba warstw komorek ziarnistych,
apomigedzy nimi zaczynajg tworzy¢ si¢ drobne przestrzenie wypelnione plynem
pecherzykowym. Przestrzenie te stopniowo powigkszaja si¢ 1 1acza, prowadzac
do uformowania pojedynczej, centralnie potozonej jamy antralnej (tfac. antrum). Niektore
metody  Klasyfikacji  pecherzykow — wyrdzniaja  dodatkowo  stadium  pecherzyka
wczesnoantralnego, charakteryzujacego si¢ obecno$cig wielu warstw komorek ziarnistych oraz
poczatkowo formujaca si¢ jama antralng (Vo i Kawamura, 2021; Findlay i in., 2019).

Na etapie pecherzyka antralnego jama antralna jest juz w petni wyksztatcona. Jedynie niewielka
liczba pecherzykow antralnych, pod wplywem stymulacji gonadotropinowej, dojrzewa
do stadium przedowulacyjnego (Hirshfield, 1991), a pozostate ulegajg atrezji. Pecherzyki
przedowulacyjne, okreslane jako pecherzyki Graafa, stanowig gltéwne zrodlo estrogenow
u kobiet w wieku rozrodczym. W odpowiedzi na przedowulacyjny wyrzut LH dominujgcy
pecherzyk Graafa peka (u zwierzat z pojedynczg owulacjg), uwalniajgc oocyt, podczas
gdy komorki ziarniste i ostonki wewnetrznej ulegaja luteinizacji, przeksztatcajg si¢ w ciatko
z6tte (Fauser i Van Heusden, 1997). Dalszy los ciatka zottego zalezy od zaptodnienia komorki
jajowej. W przypadku zaptodnienia, przeksztalca si¢ ono w ciatko zotte cigzowe, produkujace
progesteron. Natomiast gdy do zaptodnienia nie dochodzi, ciatko zotte ulega stopniowej
regresji, tracac zdolnos¢ do produkcji hormondw, az ostatecznie przeksztatca si¢ w ciatko
bialawe i zanika (Maynard i Downes, 2019).
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Ryc. 1.3 Schemat folikulogenezy (zmodyfikowano wg Longo i in., 2025). Pecherzyki jajnikowe przechodza
kolejne stadia rozwoju, poczawszy od pecherzykéw pierwotnych zawierajacych oocyty otoczone pojedyncza
warstwg komorek ziarnistych, poprzez pecherzyki jedno- i dwuwarstwowe (pierwszo- i drugorzedowe),
az do stadium pecherzyka antralnego, charakteryzujacego sie obecno$cig jamy antralnej wypetnionej ptynem
pecherzykowym.

Komorki ziarniste odgrywaja kluczowg role¢ w zapewnianiu ooCytowi wsparcia oraz
odpowiedniego mikrosrodowiska niezb¢dnego do jego wzrostu i dojrzewania. W trakcie
rozwoju pecherzyka roznicuja si¢ one na dwie funkcjonalnie odmienne populacje: przys$cienne
komorki ziarniste (MGCs, ang. mural granulosa cells) oraz komorki wiefica promienistego
(CCs, ang. cumulus cells). MGCs, zlokalizowane na $cianie pecherzyka, petnig gtownie funkcje
endokrynne, podczas gdy CCs, pozostajac w bezposrednim kontakcie z oocytem, tworza
kompleksy oocyt-wieniec promienisty (COCs, ang. cumulus-oocyte complexes) i dostarczaja
mu niezbednych sktadnikow odzywczych oraz energii (Johnson i Redmer, 2002; Scott, 2018).

W obrebie COCs zachodzi dwukierunkowa komunikacja pomigedzy oocytem a komoérkami
wienca promienistego. Jest ona mozliwa dzigki obecnosci wytwarzanych przez komorki
pecherzyka wypustek cytoplazmatycznych (TZPs, ang. transzonal projections), ktore
przechodzg przez ostonke przejrzysta i kontaktujg si¢ bezposrednio z oocytem (Anderson i in.,
1976). Dodatkowo pomiedzy oocytem a komérkami wienca promienistego tworzg si¢ liczne
potaczenia szczelinowe (ang. gap junctions), ktére umozliwiajg wymiang jonow, matych
czasteczek oraz wtornych przekaznikow zgodnie z gradientem stezen (Kidder i Mhawi, 2002).

1.3.3.2. Wplyw hormonow na dojrzewanie pecherzykow jajnikowych
1.3.3.2.1 Gonadotropiny

Folikulogeneza jest wieloetapowym procesem, ktorego przebieg zalezy od Scistej wspotpracy
lokalnych czynnikow wydzielanych w jajniku z regulacja hormonalng sprawowana przez
o§ HPG. Poczatkowo zakladano, ze wczesne etapy rozwoju pecherzykoéw jajnikowych,
az do momentu utworzenia jamy antralnej, przebiegaja niezaleznie od dzialania gonadotropin,
poniewaz moga zachodzi¢ przy ich bardzo niskich stezeniach (Hillier, 1994; Halpin i in., 1986).
Jednak badania z wykorzystaniem antagonistow GnRH u mtodych gryzoni wykazaty wyrazny
spadek liczby dojrzewajacych pecherzykow oraz nasilenie ich atrezji. Co wiegcej, egzogenne
podanie FSH prowadzito do przyspieszenia rozwoju pecherzykow jajnikowych (McGee i in.,
1997). Wskazuje to, ze cho¢ najwczesniejsze etapy folikulogenezy sa w duzej mierze
regulowane przez lokalne sygnaty parakrynne, pecherzyki jajnikowe stopniowo nabywaja
wrazliwo$¢ na FSH jeszcze przed osiggnigciem stadium antralnego.
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Przejscie pecherzyka przez stadium antralne oraz samo wystgpienie owulacji sg powszechnie
uznawane za procesy zalezne od aktywnosci gonadotropin. FSH odgrywa kluczowa role
w dojrzewaniu pecherzykow antralnych, stymulujac ekspresje enzymoéw zaangazowanych
W synteze estrogendw oraz zwigkszajac ekspresje receptorow LH w komorkach ziarnistych
(Hillier, 2001). Z kolei LH jest niezb¢dny do ostatecznego dojrzewania pecherzyka
przedowulacyjnego oraz inicjacji owulacji — procesoéw, ktorych nie mozna wywotac¢ nawet przy
zastosowaniu wysokich dawek FSH (Zhang i in., 2001; Pakarainen, 2005).

1.3.3.2.2 Hormony steroidowe

Hormony steroidowe syntetyzowane w jajniku petnig istotng rolg w regulacji folikulogenezy,
wplywajac zaréwno na dojrzewanie pecherzykoéw jajnikowych, jak i ich funkcjonowanie.
Estrogeny i androgeny oddziatujg przede wszystkim na komorki ziarniste, zapewniajgc ich
prawidtowg proliferacj¢ oraz przezywalnosc¢.

Badania na modelach mysich wykazaty, ze brak sygnalizacji E2 prowadzi do zahamowania
rozwoju pecherzykéw na etapie wezesnych pegcherzykow antralnych (Lubahn i in., 1993).
Natomiast niedoboér E2 wynikajacy z braku aromatazy cytochromu P450 skutkuje zaburzeniem
sprzezenia zwrotnego i podwyzszonym poziomem gonadotropin. W takich warunkach
folikulogeneza poczatkowo przebiega do stadium duzych pecherzykéw antralnych, jednak
wraz z wiekiem zostaje catkowicie zaburzona, a w jajniku nie wykrywa si¢ juz pecherzykow
drugorzedowych (Fisher i in., 1998; Britt i in., 2000).

Zaktocenie  sygnalizacji  androgenowej roéwniez wywiera niekorzystny — wplyw
na folikulogenez¢. Myszy pozbawione receptora androgenowego wykazuja zmniejszong
ptodnosé, obnizong liczbe pecherzykéw antralnych 1 owulowanych oocytow oraz zwigkszong
apoptoz¢ komorek ziarnistych, co w konsekwencji prowadzi do przedwczesnej niewydolnosci
jajnikow (Hu i in., 2004; Shiina i in., 2006).

1.3.3.2.3 Zwigzki niesteroidowe

Istotng role w regulacji dojrzewania pecherzykow jajnikowych odgrywaja takze zwiazki
niesteroidowe produkowane lokalnie w jajniku, w szczego6lnosci biatka nalezace do nadrodziny
transformujacego czynnika wzrostu beta (TGFP, ang. transforming growth factor p).
Do najwazniejszych z nich zalicza si¢ inhibiny, aktywiny, czynnik réznicowania wzrostu 9
(GDF9; ang. growth differentiation factor 9) oraz biatko morfogenetyczne kosci 15 (BMP15;
ang. bone morphogenetic protein 15).

Aktywiny i inhibiny sa blisko spokrewnionymi biatkami o przeciwnych funkcjach,
produkowanymi przez komorki ziarniste pecherzykow jajnikowych.
Inhibiny sg heterodimerami ztozonymi z podjednostki a oraz jednej z podjednostek B (BA Iub
BB), tworzac inhibing A lub B. Aktywiny natomiast wystepuja jako homo- lub heterodimery
podjednostek B (BABA, BBPB, BABB; Ying, 1987).

Roéwnowaga miedzy produkcjg aktywin 1 inhibin zmienia si¢ w trakcie rozwoju pecherzykow.
Pecherzyki od stadium pierwotnego do preantralnego wykazuja dominujgcg ekspresje
podjednostek B, sprzyjajac syntezie aktywin. Natomiast wigksze, bardziej rozwinigte
pecherzyki jajnikowe wykazujg zwigkszong ekspresje podjednostki o, co prowadzi
do powstawania inhibiny A lub B (Hillier, 1994; Findlay, 2000), przy czym pgcherzyk
dominujacy produkuje gtéwnie inhibing A. Aktywiny i inhibiny oddziatuja réwniez
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na przysadke, regulujgc wydzielanic FSH w sposob przeciwstawny — aktywiny je stymuluja,
natomiast inhibiny hamuja.

Badania u ludzi i na modelach mysich wskazuja, ze sygnalizacja aktywin uczestniczy
w formowaniu pecherzykoéw pierwotnych oraz w ustalaniu liczby pecherzykow pierwotnych
tworzacych rezerwe jajnikowa (Bristol-Gould, 2006). Na etapie pecherzykow przedantralnych
aktywiny stymuluja natomiast proliferacj¢ komorek ziarnistych, sprzyjajac dalszemu
wzrostowi pecherzyka (Li i in., 1995; Zhao i in., 2001).

Od stadium antralnego dalszy wzrost i rozw6j pecherzyka stajg si¢ zalezny od dziatania FSH.
Aktywiny wydzielane przez komorki ziarniste nasilajg ich proliferacje, zwigkszaja ekspresje
receptora FSH (Hasegava i in., 1988; Xiao i in., 1992) oraz wzmagaja aktywnos$¢ aromatazy
cytochromu P450 stymulowang dziataniem FSH (Hutchinson i in., 1987; Miro i in., 1991).

GDF9 i BMP15, syntetyzowane przez oocyt, pelnig kluczowa role juz na wezesnych etapach
rozwoju pecherzykow i pozostajg niezbgdne az do momentu owulacji. U myszy pozbawionych
genu Gdf9 dochodzi do formowania pecherzykow pierwotnych, jednak ich dalszy rozwdj
zostaje zahamowany na tym etapie, co sprawia, ze badania funkcji GDF9 na dalszych etapach
folikulogenezy opieraja si¢ gtownie na modelach in vitro (Nilsson et al. 2002). Wykazano,
ze GDF9 wspiera rozwéj pecherzykow poza stadium pecherzyka pierwotnego oraz odgrywa
kluczowa role podczas wzrostu pecherzyka antralnego i owulacji (Vitt i Hsueh, 2001; Vitt i in.,
2000). Ponadto GDF9 posrednio wspomaga przyleganie komorek wiefica promienistego
do oocytu, co zapewnia jego lepszg ochrone i utatwia proces zaptodnienia oraz zapobiega
apoptozie komorek ziarnistych pecherzyka (Orisaka i in., 2006). Natomiast, myszy z nokautem
genu Bmpl5 wykazuja prawidtowy rozwdj pecherzykow do stadium antralnego, jednak
wystepuja u nich zaburzenia owulacji i zaptodnienia (Yan i in., 2001). U ludzi heterozygotyczne
mutacje BMP15 wigza si¢ z hipergonadotropowa niewydolnoscig jajnikow oraz ograniczong
proliferacjg komorek ziarnistych (Di Pasquale i in., 2004).

1.3.4. Steroidogeneza w jajniku

Jedng z podstawowych funkcji pecherzyka jajnikowego jest synteza hormondéw steroidowych.
Steroidogeneza jajnikowa u wigkszosci ssakow, w tym u ludzi i myszy, przebiega zgodnie
z klasycznym modelem dwoch komorek i1 dwoch gonadotropin (Ireland, 1987). Zgodnie z tym
modelem androgeny syntetyzowane sg z cholesterolu w komoérkach ostonki wewnetrznej pod
wptywem LH, a nastepnie przechodza do komorek ziarnistych, gdzie pod kontrolag FSH ulegaja
aromatyzacji do estrogenow.

Proces steroidogenezy w jajniku, przedstawiony schematycznie na rycinie 1.4, rozpoczyna si¢
od transportu cholesterolu, stanowigcego substrat do syntezy hormondw steroidowych, z btony
zewnetrznej mitochondrium na btong wewngtrzng. Etap ten jest regulowany przez biatko StAR
(ang. steroidogenic acute regulatory protein), ktore odgrywa kluczowsg role w kontroli
szybko$ci przebiegu catego procesu. Nastepnie cholesterol ulega enzymatycznej konwersji
do pregnenolonu, katalizowanej przez cytochrom P450scc (CYP11Al), ktory zlokalizowany
jest w mitochondriach.

Dalsze etapy steroidogenezy zachodza w retikulum endoplazmatycznym, gdzie pregnenolon
zostaje przeksztalcony w progesteron przy udziale dehydrogenazy 3p-hydroksysteroidowej
(HSD3B). Kolejne reakcje, katalizowane przez cytochrom P450 17A1 (CYP17A1), prowadza
do powstania 17-alfahydroksypregnenolonu z pregnenolonu oraz 17-alfahydroksyprogesteronu
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z progesteronu. Ten sam enzym odpowiada réwniez za Synteze dehydroepiandrosteronu
(DHEA). Wigkszo$¢ DHEA ulega nastepnie przemianie do androstendionu, ktory moze zosta¢
dalej przeksztatcony w biologicznie bardziej aktywny testosteron przy udziale dehydrogenazy
17B-hydroksysteroidowej (HSD17B; Conley i in., 1994).

Androgeny syntetyzowane w komorkach ostonki wewngtrznej dyfunduja do sgsiadujacych
komorek ziarnistych, gdzie w przewazajacej czesci Ulegaja konwersji do estrogenow. Proces
ten zachodzi przy udziale aromatazy cytochromu P450 (CYP19Al), ktorej ekspresja
i aktywno$¢ sa stymulowane przez FSH. Testosteron przeksztatcany jest w estradiol, natomiast
androstendion w estron, ktory nastepniec moze zosta¢ zredukowany do estradiolu przez
HSD17B (Corbin i in., 2003).

StAR
Cholesterol 4 Cholesterol Chalesterol

CYP11A1 l

CYP17A1 / \ HSD3B

Progesteron
‘ 17a-OH pregnenolon ‘ | Progesteron |
CYP17A1) lCYP17A1
| DHEA | | 17a-OH progesteron ‘

HSD3B \ / CYP17A1
—

HSD17B |

Ryc. 1.4 Schemat syntezy hormonow steroidowych w jajniku. Cholesterol jest transportowany z btony zewngetrznej
mitochondrium do jego wngtrza przez biatko StAR (ang. steroidogenic acute regulatory protein), gdzie przy
udziale enzymu desmolazy cholesterolowej (CYP11A1) ulega konwersji do pregnenolonu. Nastgpnie pregnenolon
przeksztatcany jest w progesteron z udziatem dehydrogenazy 3p-hydroksysteroidowej (HSD3B). Kolejne reakcje,
katalizowane przez cytochrom P450 17A1 (CYP17Al), prowadza do syntezy androgenow, takich jak
dehydroepiandrosteron (DHEA) oraz androstendion. Androstendion moze by¢ dalej konwertowany
do testosteronu przy udziale dehydrogenazy 17p-hydroksysteroidowej (HSD17B). W komorkach ziarnistych
androgeny ulegaja aromatyzacji do estrogenéw — testosteron do estradiolu, a androstendion do estronu —
pod wptywem aromatazy cytochromu P450 (CYP19ALl). Schemat przygotowano z wykorzystaniem narzedzia
BioRender.com.

1.3.5. Komorka jajowa

Od momentu rekrutacji pecherzyka pierwotnego rozpoczyna si¢ dojrzewanie cytoplazmatyczne
oocytu, ktore trwa az do owulacji. Proces ten obejmuje intensywna synteze¢ i gromadzenie RNA,
biatek oraz innych zwigzkoéw niezbednych do zaptodnienia i wczesnego rozwoju zarodka,
a takze reorganizacje organelli komorkowych. W tym okresie oocyt znaczaco zwigksza swoje
rozmiary, co wigze si¢ z nasileniem aktywnos$ci transkrypcyjnej i translacyjnej. W pehni
dojrzata komorka jajowa zawiera znacznie wigksze ilosci RNA 1 biatek niz typowa komoérka
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somatyczna, co odzwierciedla jej wysoka aktywno$¢ metaboliczng oraz przygotowanie
do pelnienia funkcji rozrodczych (Bachvarova i in., 1985).

Dojrzewanie jadrowe oocytu polega natomiast na wznowieniu podzialu mejotycznego,
ktory zostal zatrzymany w profazie I na wczesnym etapie rozwoju ontogenetycznego. W jego
przebiegu dochodzi do rozpadu otoczki jadrowej, redukcji liczby chromosoméow
(haploidyzacji) oraz uwolnienia pierwszego ciatka kierunkowego. Fizjologicznym sygnalem
inicjujgcym wznowienie mejozy jest nagly wzrost st¢zenia LH. W konsekwencji oocyt wchodzi
w drugi podzial mejotyczny, ktory zostaje zatrzymany na etapie metafazy II (MII). W takim
stanie komodrka jajowa jest uwalniana z pg¢kajacego pecherzyka Graafa podczas owulacii.
Zakonczenie mejozy nast¢puje dopiero W przypadku, gdy dojdzie do zaptodnienia
(Sen i Caiazza, 2013).

1.3.5.1. Mitochondria w komorce jajowej

Mitochondria pelnig w komorce szereg funkcji, z ktorych najwazniejsza jest zapewnienie
energii w postaci ATP. Proces dojrzewania oocytow jest szczegdlnie energochtonny i wigze si¢
ze znacznym zapotrzebowaniem na ten zwigzek. W trakcie dojrzewania oocytu dochodzi
do gwattownego wzrostu liczby kopii mitochondrialnego DNA (mtDNA). W pecherzykach
pierwotnych gryzoni obecnych jest okoto 200 kopii mtDNA (Cao i in., 2007; Cree i in., 2008),
podczas gdy dojrzaty oocyt moze zawiera¢ od okoto 180 000 do nawet 500 000 kopii,
w zaleznos$ci od gatunku (May-Panloup i in., 2005; Santos et al, 2006).

Mitochondria stanowig centralne miejsce zachodzenia proceséw utleniania weglowodanow,
lipidow i biatek. Substraty te ulegaja przeksztatceniu do acetylo-CoA, ktory nastgpnie wchodzi
w cykl kwasu cytrynowego (cykl Krebsa) zachodzacy w macierzy mitochondrialnej.
Pirogronian, bedacy koncowym produktem glikolizy, jest konwertowany do acetylo-CoA przez
kompleks dehydrogenazy pirogronianowej, natomiast kwasy tluszczowe podlegaja
B-oksydacji. Wybrane aminokwasy moga by¢ natomiast przeksztalcane bezposrednio
w metabolity posrednie cyklu Krebsa.

Wymienione procesy prowadza do powstania zredukowanych nukleotydéw: NADH i FADH-,
ktore przekazuja elektrony do mitochondrialnego tancucha transportu elektronow. Transport
ten zachodzi poprzez kompleksy I-IV tancucha oddechowego zlokalizowane w wewngtrznej
btonie mitochondrialnej. Przeptyw elektronéw przez kolejne kompleksy skutkuje
pompowaniem protonéw (H*) do przestrzeni miedzybtonowej, co skutkuje wytworzeniem
potencjatlu btonowego mitochondrium (MMP, ang. mitochondrial membrane potential).
Powstaty gradient protonowy stanowi sile napedowa dla kompleksu V (syntazy ATP),
umozliwiajgc synteze ATP (Osellame i in., 2012). Proces ten, okreslany jako fosforylacja
oksydacyjna, jest najbardziej wydajnym mechanizmem produkcji ATP w komorce.

Oddychanie mitochondrialne, oprocz wytwarzania energii, prowadzi rowniez do powstania
produktéw ubocznych, takich jak reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species).
Ich nadmierna akumulacja moze prowadzi¢ do stresu oksydacyjnego, skutkujacego
uszkodzeniem bialek, lipidow oraz mtDNA. Podwyzszony poziom ROS w oocycie jest jednym
z kluczowych czynnikéw obnizonej plodnosci, szczegdlnie u kobiet w starszym wieku,
u ktorych obserwuje si¢ stopniowy spadek funkcji mitochondrialnych oraz wzrost stresu
oksydacyjnego (Sasaki i in., 2019). Zwickszona produkcja ROS wigze si¢ rowniez zZ obnizonym
odsetkiem zaptodnien oraz zmniejszong przezywalnoscig zarodkow (Bedaiwy i in., 2004).

33



1.3.5.2. Metabolizm komorki jajowej

COCs wykorzystuja glukoze jako jedno z gléwnych zrodet energii. Zdolno$¢ samego oocytu
do bezposredniego metabolizmu glukozy jest jednak ograniczona, co wynika zarowno z niskiej
ekspresji transporterow glukozy, jak i ze stabej aktywno$ci kluczowych enzyméw
glikolitycznych, w tym fosfofruktokinazy (Cetica i in., 2002). Z tego wzgledu istotng role
w dostarczaniu substratow energetycznych do oocytu petnig otaczajace go komorki ziarniste,
ktore efektywnie metabolizujg glukoze do pirogronianu, mleczanu oraz NADPH. Sposrdd tych
metabolitow oocyt preferencyjnie wykorzystuje pirogronian jako bezposrednie zrodto energii
(Wang i in., 2012).

Wraz z postepem dojrzewania COCs obserwuje si¢ istotny wzrost zuzycia glukozy — dojrzate
kompleksy zuzywaja jej niemal dwukrotnie wig¢cej niz niedojrzate, co odzwierciedla rosnace
zapotrzebowanie energetyczne podczas przygotowania oocytu do zaptodnienia (Sutton i in.,
2003; Richani i in. 2021). Co istotne, oocyt nie jest jedynie biernym odbiorcg substratow
energetycznych, lecz aktywnie reguluje metabolizm komorek ziarnistych, wplywajac
na ekspresje genow zwiazanych z glikoliza (Sugiura i in., 2005). Wykazano, ze usunigcie
oocytow z COCs prowadzi do spadku poziomu transkryptow kodujacych enzymy glikolityczne
w komorkach wienca promienistego, natomiast ponowne wprowadzenie komorki jajowej
odwraca ten efekt, co potwierdza istnienie $cistej, dwukierunkowej regulacji metabolicznej
migdzy oocytem a otaczajacymi go komorkami.

Kwasy tluszczowe stanowia alternatywne, wysokoenergetyczne zrodlo energii dla oocytu,
dostarczajac znacznie wigcej ATP niz glukoza. Wystepuja one zarowno W samym 00cCYycie,
jak i w komorkach wienca promienistego oraz innych komoérkach pgcherzyka jajnikowego,
a takze w ptynie pecherzykowym (Bertevello i in., 2018). Moga by¢ obecne w postaci wolnych
czasteczek w cytoplazmie lub magazynowane jako trojglicerydy w kroplach lipidowych.
Ich metabolizm zachodzi glownie poprzez P-oksydacje, ktora odgrywa kluczowa role
w prawidtowym dojrzewaniu oocytu (Dunning i in., 2010). Hamowanie tego procesu prowadzi
do zmniejszenia liczby dojrzatych oocytow (Sanchez-Lazo i in., 2014) oraz opo6znienia
wznowienia mejozy (Downs i in., 2009).

Nadmierna akumulacja lipidow w oocycie moze skutkowac lipotoksyczno$cig, cho¢ precyzyjne
granice bezpiecznego poziomu lipidéw pozostaja nicokreslone. Wystepuja przy tym wyrazne
réznice migdzygatunkowe w zawartosci kropli lipidowych — oocyty myszy, szczura i cztowieka
zawierajg ich znacznie mniej w poréwnaniu z oocytami swin, bydta i owiec (McEvoy i in.,
2000; Arena i in., 2021). Istotng role ochronng w warunkach zwigkszonej podazy kwasoéw
thuszczowych pelnig komoérki wienca promienistego, ktore moga kumulowa¢ nadmiar lipidow,
ograniczajgc w ten sposob ich potencjalnie szkodliwy wplyw na oocyt (Aardema i in., 2013).

1.3.5.3. Wplyw stanu odiywienia na metabolizm i jakosé oocytu

Metabolizm oocytu pozostaje $cisle powigzany z ogdlna kondycja metaboliczng organizmu.
Zaburzenia takie jak otyto$¢ lub niedozywienie moga prowadzi¢ do istotnych zmian w komorce
jajowej, wpltywajac na jej jakos¢, kompetencje rozwojowe oraz zdolno$¢ do zaptodnienia.

Badania przeprowadzone na modelu mysim wykazaty, ze dieta wysokotluszczowa i wynikajaca
z niej otylos¢ wywieraja niekorzystny wplyw na profil metaboliczny oocytow.
Czterotygodniowe stosowanie diety wysokotluszczowej prowadzito do zwigkszenia
akumulacji lipidow w obrebie COCs, indukcji apoptozy komodrek wienca promienistego oraz
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komorek ziarnistych, a takze do obnizenia MMP (Wu i in., 2010). Wydtuzenie czasu ekspozycji
do szesciu tygodni skutkowato dodatkowymi zaburzeniami funkcji mitochondrialnych
w oocytach, w tym wzrostem poziomu ROS oraz obnizeniem st¢zenia glutationu — jednego
z najwazniejszych antyoksydantéw komorkowych. Oocyty te wykazywaty rowniez obnizony
potencjal rozwojowy, co przejawiato si¢ mniejsza zdolnosciag do osiggnigcia Stadium
blastocysty po zaptodnieniu (Igosheva i in., 2010).

Coraz wiecej danych wskazuje takze, ze dieta wysokokaloryczna moze wywiera¢ dlugofalowy,
w tym transgeneracyjny, wpltyw na metabolizm oocytu. Wykazano, ze spozywanie przez
samice diety bogatej w tluszcze i cukry w okresie poprzedzajgcym cigze, w trakcie jej trwania
oraz podczas laktacji prowadzi do zmniejszenia masy mitochondriéw oraz obnizenia poziomu
ATP w oocytach potomstwa, a efekt ten byt obserwowany az do pokolenia F3 (Andreas i in.,
2019). W interpretacji tych wynikow nalezy jednak uwzgledni¢ definicje efektow
miedzypokoleniowych i transgeneracyjnych przedstawionych w rozdziale 1.2.

W przeciwienstwie do stosunkowo dobrze poznanego wplywu diety wysokottuszczowej,
konsekwencje niedozywienia i restrykcji kalorycznej dla metabolizmu oocytu pozostajg mnie;j
jednoznaczne. Dotychczasowe wyniki badan sugeruja, ze umiarkowana restrykcja kaloryczna
moze chroni¢ oocyty przed zmianami zwigzanymi z procesem starzenia, takimi jak
nieprawidlowa agregacja mitochondriéw czy obnizony poziom ATP (Selesniemi i in., 2011).
Z Kolei analizy przeprowadzone na COCs pozyskanych od kobiet z niedowaga wykazaty
obecnos¢ nieprawidtowosci morfologicznych mitochondriow w komoérkach wienca
promienistego, przy braku istotnych zmian w liczbie mtDNA oraz w potencjale btony
mitochondrialnej (Ji i in., 2024). Wyniki te wskazuja, ze wptyw niedozywienia na metabolizm
oocytu moze by¢ bardziej subtelny i zalezny od czasu trwania oraz stopnia deficytu
energetycznego.
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2. Cel pracy

Weczesne etapy zycia, w szczegolnosci okres embriogenezy i wczesny okres postnatalny,
to czas intensywnego wzrostu organizmu oraz dynamicznego rozwoju i dojrzewania narzadow
i tkanek. Zaréwno niedobor, jak i nadmiar sktadnikéw odzywczych w tych krytycznych
okresach wrazliwos$ci mogg trwale modyfikowac rozwijajace si¢ struktury, zwigkszajac ryzyko
chorob — zwlaszcza metabolicznych — a skutki tych oddziatywan mogg byé przekazywane
kolejnym pokoleniom, ksztattujac ich podatno$¢ na choroby cywilizacyjne. Rownowaga
energetyczna jest rowniez kluczowym warunkiem prawidtowego funkcjonowania uktadu
rozrodczego, ktorego centralnym elementem regulacyjnym jest o§ HPG, wrazliwa na sygnaty
metaboliczne, naplywajace z innych uktadéw organizmu, w tym na hormony syntetyzowane
przez tkanke tluszczowa. Pomimo rosnacej liczby badan, wptyw niedoboréw lub nadmiaru
energii we wczesnych etapach zycia na dtugofalowe programowanie funkcji rozrodczych,
realizowane przez o§ HPG, pozostaje nadal niewystarczajaco poznany.

W s$wietle danych dostepnych w literaturze naukowej postawiono nastepujaca hipoteze:

Stres zywieniowy doswiadczony w okresie laktacji — stanowigcym Kkrytyczne
postnatalne okno programowania rozwoju potomstwa — jest istotnym bodzcem
programujacym, ktory poprzez zmiany S$rodowiska  metabolicznego
i hormonalnego we wczesnym etapie zycia moze zaburzaé dojrzewanie osi HPG
oraz wplywa¢ na potencjal rozrodczy potomstwa, rowniez w Kkolejnych
pokoleniach.

Celem niniejszej pracy byla ocena wplywu przej$ciowego stresu zywieniowego w okresie
postnatalnym, wynikajacego z ograniczonej podazy energii, skladnikow odzywczych oraz
substancji bioaktywnych w mleku matki (pokolenie F0), na funkcjonowanie osi HPG
U potomstwa plci zenskiej, z uwzglednieniem bezposrednich efektéw w pokoleniu F1 oraz
potencjalnych dlugofalowych konsekwencji w kolejnym pokoleniu (F2), ktore nie bylo
bezposrednio narazone na niedozywienie.

Cele szczegolowe obejmowaly:

1. Oceng fenotypu rozrodczego samic z pokolen F1 i F2.

2. Ocene zmian morfologicznych oraz profilu transkryptomicznego gonad samic z pokolen F1

i F2.

Analize statusu metabolicznego komorek jajowych samic z pokolen F1 i F2.

4. Analize zmian w ekspresji genow i bialek zwigzanych z funkcja uktadu kisspeptynowego
w podwzgdérzu oraz ocen¢ odpowiedzi neuronéw na sygnaly metaboliczne u samic
z pokolenia F1.

w
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3.
3.1

Materialy i metody

materialy i aparatura

Podstawowe zwiazki chemiczne, roztwory, zestawy odczynnikow,

Tabela 3.1. Podstawowe zwigzki chemiczne i odczynniki

Zwiazek 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 (KCI)

Avantor Performance Materials, Polska

Chlorek sodu (NaCl)

Avantor Performance Materials, Polska

Difosforan sodu (NazHPOa)

Avantor Performance Materials, Polska

Diwodorofosforan potasu (KH2PO.)

Avantor Performance Materials, Polska

Dodecylosiarczan sodu (SDS)

Stanlab, Polska

Glicerol

Sigma Aldrich, USA

Glikol etylenowy

Sigma Aldrich, USA

Izopentan

Fluka Chemicals, Szwajcaria

Jod 1%

Perkin Elmer, USA

Kwas acetylosalicylowy

Merck Millipore, USA

Medium montazowe DPX (ang. Distrene
Plasticiser Xylene)

Merck Millipore, USA

Medium OCT (ang. Optimal Cutting
Temperature)

Bio-optica, Wtochy

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

Wodorowgglan sodu (NaHCO3)

Avantor Performance Materials, Polska

Tabela 3.2 Podstawowe roztwory

Roztwor

Skiad

S¢l fizjologiczna buforowana fosforanami (PBS)

137 mM NaCl
2,7 mM KCI
10 mM NazHPO4

Roztwor do krioprotekcji tkanek

PH 7.4 1,8 mM KH2PO4
ddH20
4% roztwor paraformaldehydu Paraformaldesl;;;i — substancja
PH 6.9 PBS pH 7,4
30% roztwor sacharozy Sacharoza — substancja stata
PBS pH 7,4
PBS pH 7,4
PBST 0,2% Triton X-100
TBS 50 mM Trizma Base
pH 7,45 150 mM NaCl
50 mM Trizma Base
TBST 150 mM NaCl
0,1% Tween-20
50% PBS

30% glicerol
30% glikol etylenowy
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Stabilizator do krwi

0,3MEDTA

1% kwas acetylosalicynowy

pH 7.4 ddH,0
50 mM Trizma Base
25 mM EDTA
Roztwor do trawienia tkanki 100 mM NacCl
1% SDS
0,02% azydek sodu
Tabela 3.3 Gotowe zestawy odczynnikow
Zestaw Nr kat. Zastosowanie Producent
Oznaczenie
Androstendl_one ELISA E03A0878 poziomu BIueGeng Biotech,
kit androstendionu Chiny
W 0s0CzU
Oznaczenie
Leptin ELISA Kit EMO0129 poziomu leptyny | Fine Test Biotech, Chiny
W 0sS0czU
Oznaczenie
Mouse Progesterone poziomu
ELISA Kit 80559 orogesteronu Crystal Chem, USA
W 0S0CZU
Zestaw dostarczony
przez Dr A. F. Parlow
[Scientific Director,
NATIONAL
Zestaw do oznaczenia Oznaczenie HORMONE &
poziomu LH metoda - poziomu LH PEPTIDE PROGRAM,
radioimmunologiczng W 0soczu HARBOR-UCLA
MEDICAL CENTER,
1124 W. CARSTON
ST., TORRANCE, CA,
USA]
QlAamp® DNA Mini Izolacja .
Kit 51306 catkowitego DNA QIAGEN, Niemcy

RNeasy® Mini Kit 74106 Izolacja QIAGEN, Niemcy

catkowitego RNA ’

. i Ocena jakoS$ci Agilent Technologies,
Agilent RNA 6000 Nano 5067-1511 RNA USA
TagMan™ RNA-to Ct1- Thermo Fisher

Step Kit 4392653 RT-gPCR Scientific, USA
KAPA2G Fast HotStart KK5510 Genotypowanie Roche, Szwajcaria
KAPA PROBE FAST KK40702 Genotypowanie Roche, Szwajcaria
ARCTURUS® PicoPure KITO103 IZOIECJ&,DT(A Thermo Fisher
DNA Extraction Kit z Komore Scientific, USA
jajowych
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QuantStudio 3D™

Oznaczenie liczby

< . kopii mtDNA Thermo Fisher
Digital Téi:tRéOK Chip A26316 W pojedynczym Scientific, USA
' oocycie
Hematosxtyélilnn Ii?td Eosin ab245880 Barwienie tkanki | Abcam, Wielka Brytania
ProLong™ Gold . . Thermo Fisher
Antifade Mountant P10144 Zaklejanie szkictek Scientific, USA
RNAScope™ Mgltlplex 323100 Hyb_ryd_yzaCJa ACD Bio, USA
Fluorescent Kit V2 in situ
Opal™ 520 Reagent EP1487001KT Hyb_ryd_yzaCJa AKOY A Biosciences,
Pack in situ USA
Opal™ 570 Reagent EP1488001KT Hyb_ryd_yzacla AKOY A Biosciences,
Pack in situ USA
Opal™ 650 Reagen Pack | FP1496001KT |  HyPrydyzacia | AKOYA Biosciences,
in situ USA
CellTiter-Glo® Otaestenic
Luminescent Cell G7570 P Promega, USA
L produkowanego
Viability Assay
przez oocyty
Ocena poziomu
lipidow Thermo Fisher
™
BODIPYT 493/503 D3922 neutralnych Scientific, USA
w oocytach
Ocena poziomu
CellROX™ QOrange C10443 stresu Thermo Fisher
Reagent oksydacyjnego Scientific, USA
w oocytach
Ocena potencjatu
blony Thermo Fisher
JC-1Dye T3168 mitochondrialnej Scientific, USA
oocytow
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Tabela 3.4 Leki i hormony

Nazwa handlowa Producent Dawka Substancja aktywna
A04 - i
Iso-Vet Chanelle o T —— Izofluran
Pharma, Irlandia 1-2% - _
podtrzymanie
Ketamina Biowet Putawy, 100-230 mg/kg Ketamina
Polska masy ciala
Vetoquinol, 10-16 mg/kg masy
Xylapan® Polska ciata Ksylazyna
MSD Animal Gonadotropina z surowicy
PMSG-Intervet® Health, Polska 75Ul ciezarnych klaczy
MSD Animal Gonadotropina
CHORULON® Health, Polska 101U kosmowkowa
Gonadotropina
Cosmo Bio kosméwkowa;
HyperOVA® USA ' 100 pL Surowica zawierajaca
przeciwciala przeciwko
inhibinie
: 100 ng/mL —
Recpmbmapt PeProTech eksperyment in Leptyna
murine leptin "
vitro
Tabela 3.5 Podstawowe materialy zuzywalne
Material Producent

Szkietka podstawowe X-tra Adhesive

Leica, Niemcy

Szkietka nakrywkowe

Equimed, Polska

Ptytki 12-dotkowe

Eppendorf, Niemcy

Plytki 4-dotkowe

Thermo Fisher Scientific, USA

Ptytki 384-dotkowe

Thermo Fisher Scientific, USA

Narzedzia chirurgiczne

Fine Science Tools, USA

Tabela 3.6 Aparatura badawcza

Urzadzenie

Producent

Agilent Bioanalyzer 2100

Agilent Technologies, USA

ChemiDoc™ Touch Imaging System

BIO-RAD, USA

Czytnik ptytek ELISA

Biotek, USA

Wizard 2470

Licznik promieniowania gamma

Perkin Elmer, USA
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Homogenizator Fast Prep-24™ MP Biomedicals, USA
Kriostat CM1950 Leica, Niemcy
Mikroskop fluorescencyjny o .
AXxio Observer Z1 Carl-Zeiss, Niemcy
Mikroskop konfokalny LSM800 Carl-Zeiss, Niemcy
Mikroskop Olympus BX43 Olympus, Japonia
Minispec LF90II Bruker, USA
MyGlo™ Reagent Reader Promega, USA
Piec do hybrydyzacji in situ HybEZ™ I1 ACD Bio, USA
Applied Biosystems, Thermo Fisher
ProFlex™ PCR System Scientific, USA
QuantStudio™ 3D Digital PCR Chip Loader Thermo Fisher Scientific, USA
Skaner histologiczny Pannoramic MIDI 3DHISTECH Kft., Wegry
Spektrofotometr NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific, USA
ViiA™ 7 PCR Applied Biosystems, Thermo Fisher
System Scientific, USA
Wibratom VT1200 Leica, Niemcy

3.2.  Warunki utrzymania zwierzat i opis modelu do§wiadczalnego
3.2.1. Warunki hodowlane

Wszystkie opisane doswiadczenia wykonane zostaty zgodnie z procedurami, na ktére zgode
wydata Lokalna Komisja Etyczna ds. do§wiadczen na zwierzetach w Olsztynie, we wnioskach:

e ,Programowanie zywieniowe podczas laktacji: identyfikacja szlakow molekularnych
warunkujgcych prawidlowe funkcjonowanie osi podwzgorze-przysadka-gonady
i rozwdj gonad” — 83/2019 z uchwalonymi zmianami.

e Programowanie zywieniowe podczas okresu laktacji — droga do zaburzen ptodnosci
u kolejnych pokolen?” — 39/2023 z uchwalonymi zmianami.

Zwierzgta przebywaly w standardowych warunkach hodowlanych w Zwierzetarni Instytutu
Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnoéci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie.
Przed rozpoczeciem eksperymentu zywieniowego utrzymywane byly w klatkach bytowych
(maksymalnie 5 osobnikow/klatke). Myszy miaty nieograniczony dostep do pozywienia i wody
oraz zapewniono im odpowiednie warunki bytowania: temperatur¢ (21-23°C), wilgotno$¢
powietrza (50-60%), 12-godziny cykl dobowy oraz wzbogacone srodowisko.

Zwierzetarnia Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk
w Olsztynie spelnia standardy utrzymania zwierzat oraz prowadzenia do§wiadczen okreslone
w Dyrektywie Parlamentu Europejskiego 1 Rady 2010/63/EU z dnia 22 wrzesnia 2010 roku
(tekst skonsolidowany, z pézn. zm.) w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow

42



naukowych oraz zgodne z przepisami krajowymi: ustawg z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie
zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych (Dz.U. 2015 poz. 266,
Z pozn. zm.).

3.2.2. Zwierzeta typu dzikiego

W niniejszej pracy badania przeprowadzono na modelu myszy domowej (Mus musculus).
Zwierzeta szczepu dzikiego CS57BL/6J pozyskano z hodowli w Centrum Medycyny
Doswiadczalnej Akademii Medycznej w Biatymstoku, po czym hodowano je w Zwierzetarni
Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie, w celu
wygenerowania kolejnych pokolen myszy stosowanych w do$wiadczeniach. W badaniach
wykorzystano samice szczepu dzikiego C57BL/6J w wieku 21 dni oraz doroste samice
w przedziale wiekowym 2-3 miesigcy.

3.2.3. Zwierzeta transgeniczne

W doswiadczeniach zastosowano rowniez dwie linie myszy transgenicznych dostarczonych
przez The Jackson Laboratory (USA). U pierwszej z nich (033169; B6(129S4)-
Kiss1'mLICreEGFPIRpN) \y komoérkach wykazujacych ekspresje genu Kissl eksprymowana jest
rekombinaza Cre sprzezona z genem reporterowym GFP (Padilla i in., 2018). Sekwencje
Cre:GFP, kodujaca biatko fuzyjne, wprowadzono w miejsce regionu kodujgcego pierwszy
ekson genu Kissl. Druga z linii transgenicznych (007914; B6.Cg-Gt(ROSA)26Sor™m4(CAC-
wTomato)HzeNy -~ tzyy, linia reporterowa, posiada kasete STOP oflankowana sekwencjami loxP
(ang. locus of X-over P1), ktore tworza barier¢ dla transkrypcji genu kodujacego biatko
fluorescencyjne tdTomato pod kontrolag promotora CAG. Wymienione sekwencje wstawiono
w locus Gt(ROSA)26Sor (Madisen i in., 2010). Biatko Cre, po zwigzaniu z fragmentami loxP,
katalizuje rekombinacj¢ DNA pomiedzy tymi fragmentami. Odpowiednie zorientowanie
fragmentow loxP (5°-3’) wzgledem siebie skutkuje wycigciem sekwencji znajdujacej si¢
miedzy nimi. W wyniku krzyzowania myszy linii 033169 i 007914 usuni¢to kodon STOP
poprzedzajacy sekwencje kodujaca biatko tdTomato, co pozwolito uzyska¢ potomstwo
z ekspresja tego bialka fluorescencyjnego w neuronach kisspeptynowych (Ryc. 3.1).
Na potrzeby niniejszej pracy myszy te okreslono mianem KissC"®ROSA26 zwierzeta postuzyty
do wizualizacji neuronéw kisspeptynowych podwzgérza. Mézgowie od myszy KissCreROSA
pobierano w 8 1 21 dniu Zycia oraz od dorostych Samic po osiagnigciu petnej dojrzatosci
plciowe;j.
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Ryc. 3.1 Protokot kojarzenia myszy w celu uzyskania osobnikéw z ekspresja biatka fluorescencyjnego tdTomato
w neuronach kisspeptynowych. Myszy transgeniczne, u ktorych rekombinaza Cre eksprymowana jest W neuronach
produkujacych kisspeptyng, skrzyzowano ze szczepem reporterowym zawierajacym sekwencj¢ kodujaca biatko
tdTomato, poprzedzong kasetag STOP oflankowang sekwencjami loxP. W wyniku rekombinacji zaleznej od Cre
dochodzi do usunigcia kasety STOP, co umozliwia ekspresje tdTomato specyficznie w neuronach
kisspeptynowych. Schemat przygotowano z wykorzystaniem narzedzia BioRender.com.

3.2.4. Protokol zywieniowy i kojarzenie myszy

Samice pokolenia FO w wieku okoto 2 miesigcy kojarzono z dojrzatymi ptciowo samcami.
Skuteczne krycie potwierdzano na podstawie obecnos$ci sluzowego czopa w pochwie, po czym
samce przenoszono do oddzielnych klatek. Podczas ciazy samice miaty nieograniczony dostep
do pozywienia (karma 5LJ5 PicoLab, LabDiet, USA). W dniu narodzin (PNDO, ang. postnatal
day 0) liczebnos¢ miotéw standaryzowano do 8 mtodych. W drugim dniu po porodzie samice
wraz z potomstwem (pokolenie F1) losowo przydzielano do dwoch grup: 1) kontrolnej (CON),
w ktorej matki karmione byty ad libitum w okresie laktacji, oraz 2) niedozywionej (LUN, ang.
lactation undernutrition), w ktorej samice otrzymywaty 50% dziennej porcji karmy spozywanej
przez samice kontrolne. Mtode odsadzano od matek w 21 dniu zycia (PND21, ang. postnatal
day 21), po czym mialy nicograniczony dostep do standardowej karmy laboratoryjnej
(5053 PicoLab, LabDiet, USA). Samice (9) i samce () pokolenia F1 w wieku okoto
2 miesigcy kojarzono w nastepujacych kombinacjach: CONS x CONJ' (CC); LUNS x CONZ
(LC) oraz LUNS x LUN' (LL), w celu uzyskania pokolenia F2. Samice F1 podczas laktacji
oraz potomstwo F2 po odsadzeniu karmiono ad libitum. Protokot zywieniowy i kojarzenia
myszy przedstawiano odpowiednio na rycinach 3.2 i 3.3.
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Ryc. 3.2 Protokoét zywieniowy. Samice z grupy kontrolnej (FO CON) byty karmione ad libitum przez caty okres
laktacji. W grupie niedozywionej (FO LUN) samice otrzymywaty 50% dziennej porcji karmy spozywanej przez
samice z grupy CON. Po odstawieniu od matki w 21 dniu zycia (PND21, ang. postnatal day 21) potomstwo (F1)
mialo nieograniczony dostep do pozywienia. Schemat przygotowano z wykorzystaniem narzedzia
BioRender.com.

CONTROL (CON) LACTATION
UNDERNUTRITION (LUN)
£

K 2

Fy

F1

CON

F2

CON X CON LUN X CON LUN X LUN

Ryc. 3.3 Schemat kojarzenia myszy. Samice i samce pokolenia F1, wywodzace si¢ z grupy CON i LUN, byly
taczone w pary by uzyska¢ potomstwo F2, ktére nie bylo narazone na stres zywieniowy. Wykorzystano
trzy kombinacje podczas krzyzowan: CONQ x CONJ, LUNQ x CONG& oraz LUNQ x LUNJ, co pozwolito
wyodrebni¢ trzy grupy eksperymentalne dla pokolenia F2: CC, LC oraz LL. Schemat przygotowano
z wykorzystaniem narzedzia BioRender.com.
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3.3. Obserwacje przyzyciowe

3.3.1. Ocena masy i skladu ciala

Od dnia odsadzenia az do ukonczenia 10 tygodnia zycia samice co tydzien wazono na wadze
laboratoryjnej, a sktad ciata, na trzech réznych etapach rozwoju piciowego, analizowano
za pomocg magnetycznego rezonansu jadrowego (Minispec LF90II).

3.3.2. Ocena dojrzatlosci plciowej oraz cyklu rujowego

Od 23 dnia zycia u samic pokolen F1 i F2 prowadzono obserwacje w celu okreslenia momentu
osiaggnigcia dojrzatosci pitciowej. Po otwarciu drog rodnych codziennie pobierano wymazy
z pochwy w celu identyfikacji fazy cyklu rujowego. Do pobrania materialu uzywano tepo
zakonczonej koncowki pipety, ktorg umieszczano w ujsciu pochwy i kilkakrotnie
przeptukiwano roztworem PBS. Wymaz nanoszono na szkietko podstawowe i oceniano pod
mikroskopem Olympus BX43 wyposazonym w kamer¢ XC50 przy powickszeniu 10X. Faza
cyklu byta oceniana na podstawie zaggszczenia i rozmieszczenia trzech typéw komorek
obecnych w preparatach cytologicznych.

Diestrus Proestrus

Metestrus

Ryc. 3.4 Obrazy preparatow cytologicznych myszy bedacych w poszczegblnych fazach cyklu rujowego: diestrus
(dominacja leukocytow), proestrus (komoérki nabtonkowe z jadrami), estrus (rogowaciejace komorki pozbawione
jader) oraz metestrus (mieszana populacja leukocytow i komoérek nabtonkowych). Objektyw 10x.
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3.3.3. Ocena potencjalu rozrodczego samic

Samice pokolen F1 i F2 w wieku okoto 3 miesigcy tagczono w pary z samcami z grup CON i CC
na okres 20 tygodni. Samice pokolenia F1 byly parowane w nastgpujacych kombinacjach:
CON@Q x CONJ oraz LUNQ x CONJ, natomiast samice z pokolenia F2 w kombinacjach:
CCQ x CCJA oraz LLQ x CCA. W trakcie trwania eksperymentu rejestrowano liczbe miotow
urodzonych przez kazdg samice oraz liczbe mtodych w kazdym miocie.

3.4. Pobieranie i przygotowanie tkanek do dalszych analiz

Tkanki od samic myszy szczepu C57BL/6J (typ dziki) pobierano na réznych etapach rozwoju
postnatalnego, tj. w dniu odstawienia od matki (PND21) oraz na dwoch etapach rozwoju
plciowego. Pierwszy z nich okreslono jako dzien wystapienia fazy diestrus bezposrednio
po pierwsze] fazie estrus, w ktorej powinna zachodzi¢ owulacja. Z uwagi na brak
jednoznacznego odpowiednika tego okresu w polskiej nomenklaturze, etap ten nazwano
okotopokwitaniowym — odnoszacym si¢ do okresu, w ktérym dochodzi do aktywacji osi
rozrodczej. Drugi ectap ustalono jako dzien, w ktorym zarejestrowano faze diestrus
po co najmniej siedmiu regularnych cyklach rujowych, i zdefiniowano go jako czas osiggniecia
petnej dojrzatosci piciowej (osiggniecie dojrzatosci piciowej 1 ustabilizowanie cyklu).

Tkanki od myszy KissC®ROSA% 3 doktadniej mozgowie, pobierano w 8 i 21 dniu zycia
oraz po osiaggnieciu petnej dojrzatosci ptciowe;.

3.4.1. Pobieranie krwi

Krew pobierano z serca, iglg o rozmiarze 23G, przy uzyciu strzykawki 1 ml, po wprowadzeniu
zwierzecia w stan znieczulenia za pomocg anestetyku wziewnego - izofluranu. Wkhucie
przeprowadzono tuz powyzej przepony. Pobrang krew umieszczano w probowce z tzw.
stabilizatorem (sktad opisano w tabeli 3.2), a nastepnie wirowano przez 10 minut z predkoscia
2500 RCF w temp. 4°C. Zebrane osocze przechowywano w temp. -20°C do momentu
wykonania oznaczen poziomu hormondw.

3.4.2. Pobieranie narzadow przeznaczonych do izolacji kwasow nukleinowych

Po pobraniu krwi niezwlocznie dokonywano dyslokacji odcinka szyjnego zwierzgcia.
Rozcinano powtoki ciata, a nastgpnie preparowano narzady, w tym jajniki oraz podwzgorze.
Narzady umieszczano w probowkach, zamrazano w cieklym azocie i przechowywano w temp.
-80°C.

3.4.3. Pobieranie narzadow przeznaczonych do analiz immunohistochemicznych

Jajniki przeznaczone do analiz immunohistochemicznych umieszczano w 4% roztworze
paraformaldehydu, a po 24 godzinach przenoszono do 30% roztworu sacharozy. Po opadnigciu
na dno pojemnika tkanke osuszano z sacharozy za pomocg chusteczek bezpytowych (Kimberly-
Clark Professional, USA), a nastgpnie zanurzano w medium OCT, ktorym wypetnione byly
plastikowe foremki (Thermo Fisher Scientific, USA). Dno foremki zanurzano delikatnie
W izopentanie schtodzonym uprzednio w cieklym azocie. Po przyjeciu przez OCT formy state;j,
foremki umieszczano na suchym lodzie, a nastepnie przechowywano w temp. -80°C do czasu
przygotowania preparatow do analiz immunohistochemicznych.
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3.4.4. Krojenie tkanek

Bloczki z zatopionymi jajnikami montowano na glowicy kriostatu i cigto na 7 um skrawki.
Co piagty skrawek umieszczano na szkietku podstawowym. Przygotowane preparaty
przechowywano w temp. -20°C do czasu dalszych analiz.

3.4.5. Perfuzja

Po anestezji zwierzecia ketaming i ksylazyng uwidaczniano serce, by w lewej komorze
umiesci¢ tepo zakonczong igle, a nastepnie przecinano prawy przedsionek. Za pomoca
roztworu PBS z krwiobiegu wyptukiwano krew, po czym, w celu utrwalenia tkanek,
wprowadzano 4% roztwor paraformaldehydu. Po zakonczeniu perfuzji preparowano mozg
I umieszczano na noc w 4% roztworze paraformaldehydu.

3.4.6. Przygotowanie i przechowywanie skrawkéw mézgowych

W celu odwodnienia tkanki utrwalony mozg umieszczano w 30% roztworze sacharozy
I pozostawiano az do opadnigcia tkanki na dno pojemnika. W nastgpnym kroku moézg cigto
na 30 um skrawki za pomoca kriostatu. Tak przygotowang tkank¢ przechowywano w roztworze
do krioprotekcji tkanek na 12-dotkowej ptytce w temp. -20°C.

3.5. Oznaczenie stezenia hormonow

Leptyna, androstendion, progesteron

Poziom leptyny, androstendionu i progesteronu oznaczano w osoczu krwi metoda ELISA.
Oznaczenia wykonano zgodnie z instrukcjami dolaczonymi przez producentéw zestawow
wymienionych w tabeli 3.3.

LH

Stezenie LH w osoczu myszy oznaczono metodg radioimmunologiczng (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 obejmowal inkubacje roztworu antygenu z radioaktywnym jodem %] oraz chloraming
przez okoto 30 s, a nastgpnie zatrzymanie reakcji pirosiarczynem sodowym. Otrzymany
12%).LH przepuszczano przez kolumne wypetiong zelem BIO-GEL P-60. Do oznaczen
wykorzystano radioaktywng frakcje. Izotop oczyszczono dodatkowo na kolumnie z celuloza
CF-11. Radioaktywng frakcje zabezpieczono i przechowywano w temp. 4°C by wykorzystac ja
w kolejnym etapie pomiaru LH.

W dniu oznaczen przygotowywano krzywg standardowag LH (0,39 ng/mL — 200 ng/mL),
rozcienczajac roztwor macierzysty (AFP-5306A) w buforze 0,01 M PBS zawierajacym 0,1%
zelatyny (PBS-gel).

W czasie pomiaru poziomu LH do probowek reakcyjnych dodawano kolejno: PBS-gel (20 pnL)
I proby badane (20 pL), badz poszczegolne punkty krzywej standardowej (20 puL) i osocze
blankowe pozbawione hormondéw (20 uL). Do kazdej probéwki dodawano 200 puL przeciwciata
I-rzgdowego (AFP-240580). Inkubacje prowadzono w RT przez noc. Nastgpnego dnia
dodawano 100 pL %J-LH o aktywnoéci 15000 cpm, a po kolejnej inkubacji (24 godziny)
przeciwcialo Il-rzedowe (owcze anty-krdlicze IgG) w objetosci 200 puL. Aby wytracié
kompleksy immunologiczne, po 30 minutach w temp. 4°C do kazdej probéwki dodawano 1 mL
polietylenoglikolu (PEG, 6%). Inkubowano 1 godzing w temp. 4°C po czym wirowano
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(30 minut, 3000 RCF, 4°C). Po odrzuceniu supernatantu, osad zawierajacy kompleksy antygen-
przeciwcialo umieszczano na 1 minute w liczniku promieniowania gamma Wizard 2470.

17-p-estradiol

Oznaczenia poziomu E2 wykonano we wspotpracy z prof. Susanne E. Ulbrich z ETH Zurych.
W tym celu wykorzystano metode ELISA zgodnie z wcze$niej opisanym protokotem (Meyer
i in., 1990), z drobnymi modyfikacjami. Przeciwciato E2/2 Pooll oraz znacznik 17p-estradiol-
6-karboksymetyloksym peroksydaza chrzanowa (E2-6-CMO-HRP) zostaty udost¢pnione przez
zespot Physiology Weihenstephan, Technische Universitdt Miinchen, Niemcy.

W pierwszym etapie E2 ekstrahowano metoda ciecz-ciecz. W tym celu do 225 ul mysiego
osocza dodawano 3 mL eteru metylo-tert-butylowego (MTBE) i wytrzasano przez 2 godziny
w RT. W przypadku czterech prob (2 z grupy LUN oraz 2 z grupy CC), z powodu ograniczonej
ilo$ci materiatu, uzyto mniejszg objetos¢. Warto jednak zaznaczyé, ze do ekstrakcji nie
Stosowano minimalnej objgtosci probki. Dobierano ja tak, aby koncowy ekstrakt zachowat
wyjsciowa objetos¢ lub byt lekko skoncentrowany, co jest szczegolnie istotne przy niskich
ste¢zeniach E2, obserwowanych przed osiggni¢ciem dojrzatosci ptciowej. W przypadku probek
0 ograniczonej objetosci zastosowano korekte o wspotczynnik rozcienczenia.

W kolejnym etapie probki schtadzano przez co najmniej 1 godzing w temp. -60°C.
Po zakonczeniu inkubacji, supernatant przenoszono do $wiezych szklanych fiolek
I odparowywano za pomocg urzadzenia Genevac EZ-2 (StepBio, Wtochy). Osad ponownie
zawieszano w 225 ul buforu o nastgpujagcym sktadzie: 40 mM NaH2PO4/Na,HPO4, 0,15M
NaCl, 0,1% BSA (pH 7,2).

Ptytki 96-dotkowe przeznaczone do oznaczenia E2 pokrywano przeciwciatami (kozie any-
krolicze IgG, 1 pg na dotek) i blokowano 0,1% roztworem BSA. Do kazdego dotka dodawano
50 pl proby, poszczegdlne punkty krzywej standardowej (50 pl) lub sam bufor (50 pl).
Nastepnie dodawano 100 pl E2-6-CMO-HRP oraz 100 pl przeciwciata (z wyjatkiem dotkow
kontrolnych, do ktérych zamiast przeciwciala dodawano 100 pl buforu). Ptytki inkubowano
przez noc w temp. 4°C.

Nastepnego dnia ptytki 4-krotnie ptukano 0,05% roztworem Tween 80. Do kazdego dotka
dodawano 150 ul roztworu zawierajacego 3,3°,5,5’-tetrametylobenzydyne (TMB), bedacej
substratem dla peroksydazy 1 inkubowano przez 30 minut w RT. Reakcj¢ zatrzymywano
dodajac 50 pul 2M H.SOs.. Absorbancje odczytywano przy dlugosci fali 450 nm za pomoca
czytnika ptytek (Biotek, USA). Oznaczenia wykonywano w dwoch powtorzeniach.

3.6. Metody pracy z kwasami nukleinowymi
3.6.1. lzolacja DNA

Tkankg przeznaczong do genotypowania umieszczano w 180 pL buforu do trawienia (sktad
opisano w tabeli 3.2), po czym dodawano 20 pL proteinazy K pochodzacej z zestawu
QIAamp® DNA Mini Kit. W dalszych krokach stosowano si¢ do instrukcji dotaczonej
do wspomnianego zestawu. Proby inkubowano w temp. 56°C przez okoto 3 godziny,
w zalezno$ci od stopnia strawienia tkanki. Po tym czasie dodawano 200 pL buforu AL
i ponownie inkubowano przez 10 minut w temp. 70°C. W kolejnym etapie dodawano 200 pL
99,8% etanolu. Cata zawartos$¢ probowki przenoszono na kolumny umieszczone w probéwkach
zbiorczych. Proby wirowano, ptukano 500 pL buforu AW1, a nastgpnie 500 uL buforu AW2.
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W ostatnim etapie, aby wyptuka¢ DNA, na kolumny natozono 20 uL. wody wolnej od kwasow
nukleinowych i wirowano (8000 RPM, RT, 1 minuta). Proby z wyizolowanym DNA
przechowywano w temp. -20°C. Ilo$¢ oraz jako$¢ wyizolowanego DNA oceniano za pomoca
urzadzenia NanoDrop 1000.

3.6.2. lzolacja RNA

Tkanki przeznaczone do analiz transkryptomicznych przenoszono do probowek wypetionych
odczynnikiem TRI Reagent i trzykrotnie homogenizowano za pomocg urzadzenia Fast Prep 24
(20 s z predkoscig 20 m/s). Do homogenatu dodawano odczynnik do rozdzielania faz BCP
(0,2 mL BCP /1 mL TRI Reagent), inkubowano przez 5 minut w RT po czym wirowano przez
15 minut w temp. 4°C z predkoscig 12 000 RPM. Po zakonczeniu wirowania gorng faze
zbierano do nowej probowki i dodawano do niej 70% etanol w stosunku 1:1. Catg zawarto$¢
proboéwki przenoszono na kolumny umieszczone w probodwkach zbiorczych. W celu
oczyszczenia RNA zastosowano RNeasy® Mini Kit i w dalszych krokach stosowano si¢
do instrukcji przygotowanej przez producenta. Proby wirowano, ptukano 350 pL buforu RW1,
anastgpnie 500 pL buforu RPE. W ostatnim etapie, aby wyptuka¢ RNA, na kolumny naktadano
30 uL wody wolnej od kwaséw nukleinowych 2z dodatkiem inhibitora RNAz
(w rozcienczeniu 1:20) i wirowano (10000 RPM, RT, 1 minuta). Wyizolowane RNA
przechowywano w temp. -80°C. Do oceny ilosci i jako$ci wyizolowanego RNA wykorzystano
spektrofotometr NanoDrop 1000 oraz analizator mikroprzeptywowy Agilent 2100 Bioanalyzer,
z zastosowaniem zestawu Agilent RNA 6000 Nano, wedtug zalecen producenta. Odczynniki
uzyte podczas izolacji RNA przedstawiono w tabeli 3.7.

Tabela 3.7 . Spis odczynnikow uzytych podczas izolacji RNA

Odczynnik Producent
Odczynnik TRI Reagent® 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 genow

Ilosciows reakcje tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (QRT-PCR, ang. quantitative
real-time PCR) przeprowadzono za pomocag zestawu starterow i sond TaqgMan™ oraz
TagMan™ RNA-to Ctl-Step Kit. Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiano w tabeli 3.8.
Jako matrycy uzyto 10 ng RNA. Kazda reakcje przeprowadzono w dwoch powtdrzeniach na
ptytce 384-dotkowej W urzadzeniu ViiA™ 7 Real-Time PCR System. Zastosowane warunki
reakcji przedstawiono w tabeli 3.9. Do kazdej reakcji przygotowywano kontrole negatywna,
gdzie zastagpiono matrycowe RNA woda wolng od kwasoéw nukleinowych. Tabela 3.10 zawiera
wykaz sond uzywanych do analizy ekspresji okreslonych genéw, ich numery referencyjne oraz
nazwy kodowanych biatek.

Wartosci ekspresji genow zostaty obliczone z uwzglgdnieniem wydajnosci reakcji W oparciu
o0 algorytm PCR Miner (Zhao i in., 2005), a nast¢pnie znormalizowane wzgledem $redniej
geometrycznej ekspresji genéw referencyjnych (Actb, Ppib, Hprt) o najwigkszej stabilnosci,
wybranych z zastosowaniem algorytmu NormFinder (Andersen i in., 2004). W przypadku
tkanki jajnikowej myszy genami referencyjnymi bylty Ppib oraz Hprt. Wyniki analizy ekspresji
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gendw  przedstawiono w jednostkach umownych (AU, ang.
odzwierciedlajacych wzgledny poziom transkryptu w badanych probkach.

arbitary  units),

Tabela 3.8. Mieszanina reakcyjna uzyta do oceny ekspresji genow

Mieszanina reakcyjna
Skladnik Objetos¢ Stezenie koncowe
2X TagMan RT-PCR Mix 5ulL 1X
40X TagMan Enzyme Mix 0,25 uLL X
20X TagMan Gene Expression Assay 0,5 uL 1X
H20 wolna od kwaséw nukleinowych 1,25 uL 1X
RNA (3,33 ng/uL) 3uL 1 ng/uLL
Tabela 3.9 Warunki reakcji RT-gPCR
Etap Temperatura | Czas Liczba cyKkli
Odwrotna 48°C 15 min 1
transkrypcja
Wstepna 95°C 10 min 1
denaturacja
Denaturacja 95°C 15s
. 45
Przqucz?me 60°C 1 min
starterow

Tabela 3.10 Startery oraz sondy uzyte w reakcji qRT-PCR

ID zestawu / startery F, R + sondy

Symbol genu Nazwa bialka 5" >3
Actb* B-aktyna Mm00607939 sl
Cd36 Receptor CD36 MmO00432403_m1
Cesld Karboksylesteraza 1D Mm00474816_m1l
Cesif Karboksylesteraza 1F Mm00523518 m1
Cidec Biatko FSP27 (_ang. fat specific MmO0617672_m1

protein 27)
Cypllal Desmolaza cholesterolowa MmO00490735_m1
Cypl7al Cytochrom P450 17A1 MmO00484040_m1
Cypl9al Aromataza cytochromu p450 MmO00484049 m1l
Dnmtl Metylotransferaza DNA 1 Mm01151054 ml
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Dnmt3a Metylotransferaza DNA 3A MmO00432881_m1
Dnmt3b Metylotransferaza DNA 3B Mm01240113 ml
Esrl Receptor estrogenowy o MmO00433149 m1l
Fshr Receptor hormonu Mm00442819_m1
folikulotropowego -
Hprt* Hipoksantyno-guanino- Mm0446968_m1
fosforybozylotransferaza
Hsd3b1 Dehydrogenazy 3p- Mm01261921_mH
hydroksysteroidowa
Hsd17b Dehydrogenaza 17p- MmO00515131_m1
hydroksysteroidowa
Inha Inhibina, podjenostka o MmO00439683_m1
Inhba Inhibina, podjednostka BA MmO00434338_m1
Inhbb Inhibina, podjednostka BB Mm03023992_m1
Lhcgr Receptor hormonu Mm00442931_m1
luteinizujacego
Nrin3 Receptor LXRa (ang. liver X Mm00443451_m1
receptor alpha)
SF:
Ppib* Cyklofilina B GGTGGAGAGCACCAAGACAGA
SR: GCCGGAGTCGACAATGATG
Star StAR (ang. stermdoger_nc acute MmO00441558 m1
regulatory protein) -

*gen referencyjny

3.6.4. Sekwencjonowanie RNA

Sekwencjonowanie RNA (RNA-seq) zrealizowano przy uzyciu sekwenatora NovaSeq 6000
(Mlumina, USA). Biblioteki RNAseq przygotowano z wykorzystaniem zestawu TruSeq
Stranded Total RNA with Ribo-Zero Gold Human/Mouse/Rat (Illumina, USA). Analiz¢ danych
przeprowadzili dr Tomasz Molcan oraz dr Kamil Myszczynski z Laboratorium Biologii
Molekularnej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie. Analize danych
transkryptomicznych wykonano w nastgpujacy sposob: wstepna ocene jakosci odczytow
uzyskanych po sekwencjonowaniu wykonano w programie FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Nastepnie z odczytow usunigto
sekwencje adapterowe oraz odczyty o niskiej jakosci (Phred score < 30) wykorzystujac
narzgdzie cutadapt (Martin, 2011). Uzyskane w ten sposob odczyty zmapowano do genomu
referencyjnego myszy GRCm39 (baza danych Ensembl 105) przy pomocy programu STAR
(Dobin i in., 2013). Zmapowane odczyty dla poszczegdlnych gendéw zostaly zliczone przez
program featureCounts (Liao i in., 2014). Analiza zréznicowanej ekspresji genow wykonana
zostata w programie R wykorzystujac pakiet DESeq2 (Love i in., 2014). Za geny
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0 zroznicowanej ekspresji uznano te, dla ktorych wartos¢ P-adjusted < 0.05 i bezwzgledna
warto$¢ krotnosci zmiany (|Fold Change|) > 1,5 (Jlog2FoldChange| > 0,5849625). Przy
kalkulacji P-adjusted uwzgledniony zostat wspotczynnik falszywych odkry¢, FDR (ang. false
discovery rate). Zidentyfikowane geny wykorzystano do analiz funkcjonalnych. Analizy
te wykonano przy pomocy pakietu clusterProfiler (Yu i in., 2012) wykorzystujac bazg 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 zwierzat transgenicznych

Genotypowanie zwierzat zmodyfikowanych genetycznie wykonano zgodnie z protokotami
udostepnionymi przez firme¢ The Jackson Laboratory (USA).

W celu odroznienia myszy typu dzikiego od myszy z fuzja Cre:GFP, wstawiong w obrebie
pierwszego eksonu genu Kissl, 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, probowki umieszczano w urzadzeniu ProFlex™
I przeprowadzono reakcje AS-PCR w warunkach opisanych w tabeli 3.13. Sekwencje
zastosowanych starteréw przedstawiono w tabeli 3.14.

Tabela 3.11 Mieszanina reakcyjna A AS-PCR - identyfikacja myszy z sekwencja kodujaca biatko
fuzyjne Cre:GFP

Mieszanina A
Skladnik Objetos¢ | Stezenie koncowe
Bufor KAPA 2G HS 6,25 uL 1,3X
25 mM MgCI2 2,6 uL 2.60 mM
10 mM dNTPS-KAPA 0,65 uL 0,26 mM
10 uM common Kiss primer 1,25 uL 0,5 uM
10 uM KISS WT primer 1,25 uLL 0,5 uM
Glicerol 1,625 uL 6,5 %
5 U/uL Polimeraza KAPA 2G HStaq | 0,15 pl 0,03U/uL
H>O wolna od kwasow nukleinowych | 8,22 uL -
DNA (5 ng/uL) 3uL 0,6 ng/uLL
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Tabela 3.12 Mieszanina reakcyjna B AS-PCR - identyfikacja myszy z sekwencja kodujacg biatko
fuzyjne Cre:GFP

Mieszanina B
Skladnik Objetos¢ | Stezenie koncowe
Bufor KAPA 2G HS 6,25 uL 1,3X
25 mM MgCl; 2,6 uL 2.60 mM
10 mM dNTPS-KAPA 0,65 uL 0,26 mM
10 uM common Kiss primer 1,25 uL 0,5 uM
10 uM KISS MUT primer 1,25 uL 0,5 uM
Glicerol 1,625 uL 6,5 %
5 U/uL Polimeraza KAPA 2G HS taq | 0,15 ul 0,03U/uL
H20 wolna od kwasow nukleinowych | 8,22 uL -
DNA (5 ng/ul) 3ul 0,6 ng/uL

Tabela 3.13 Warunki reakcji AS-PCR

Etap Temperatura | Czas | Liczba cykli
Wstepna denaturacja 95°C 1 min 1
Denaturacja 95°C 10s
Przylaczanie starterow 59°C 10s 35
Wydluzanie 72°C 1s
Ostateczne wydluzanie 72°C 30s 1
Schladzanie 4°C o) 1

Tabela 3.14 Sekwencje starterow w reakcji AS-PCR

Nazwa startera Sekwencja (5’ > 3°) Reakcja
Common GACCTAGGCTCTGGTGAAGTACG AB
Wild type AGCCTCCAGTGCTCACAGCAG A

Mutant CTTGCGAACCTCATCACTCGTTGC B

W kolejnym etapie taczono ze sobg 2,5 pL mieszaniny reakcyjnej A z 2,5 uL mieszaniny B
oraz 1 uL buforu obcigzajacego. Tak przygotowane proby naktadano na 2,5% zel agarozowy
z dodatkiem odczynnika Simply Safe™. w obecno$ci buforu TBE 1X. Na pierwszy dotek
zawsze nakladano marker wielkosci. Tabela 3.15 prezentuje odczynniki uzyte
do przygotowania elektroforezy produktow AS-PCR, a tabela 3.16 zastosowane roztwory.
Elektroforez¢ przeprowadzono pod napigciem 100 V przez 1 godzing, po czym zel
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zobrazowano za pomocg urzgdzenia ChemiDoc™ Touch Imaging System. Rycina 3.5
przedstawia przyktadowy obraz zelu umozliwiajacego rozroznienie myszy z sekwencja
kodujaca biatko fuzyjne Cre:GFP od myszy typu dzikiego.

Tabela 3.15 Odczynniki uzyte do przeprowadzenia elektroforezy produktow uzyskanych w AS-PCR

Odczynnik Producent

Agaroza EURX Molecular Biology Products, Polska

Barwnik kwaséw nukleinowych EURX Molecular Biology Products, Polska

SimplySafe™
Bufor TBE (5X) EURX Molecular Biology Products, Polska
Bufor obcigzajacy Thermo Fisher Scientific, USA
Marker wielkosci 50-500 pz EURX Molecular Biology Products, Polska

Tabela 3.16 Roztwory uzyte do przeprowadzenia elektroforezy produktow uzyskanych w AS-PCR

Roztwor Skiad
200 mL Buforu TBE (5X)
Bufor TBE 1X 800 mL ddH.0O
0,75 g agarozy
0,

Agaroza 2,5% 30 mL buforu TBE 1X
- -
P 4 - i

allel dzikiego genu
Kissl (336 pz) allel transgenu
‘ (~ 150 pz)

Ryc. 3.5 Wyniki elektroforezy w zelu agarozowym umozliwiajgce odroznienie myszy z sekwencjg kodujaca biatko
fuzyjne Cre:GFP od myszy typu dzikiego. W do$wiadczeniach wykorzystano tkanke pobrang od heterozygot -
zwierzat posiadajacych allel dziki genu Kiss1 oraz transgen.

W przypadku genotypowania myszy pod katem obecnosci allelu Gt(ROSA)26Sor(tdTomato-
WPRE)-7914 zastosowano RT-PCR z uzyciem zestawu starterow i sond TagMan™,
Sktad mieszaniny reakcyjnej opisano w tabeli 3.17. PCR przeprowadzono w warunkach
opisanych w tabeli 3.18 za pomoca urzadzenia ViiA™ 7 Real-Time PCR System. Sekwencje
zastosowanych starteréw przedstawiono w tabeli 3.19. Rycina 3.6 prezentuje przyktadowy
wykres wygenerowany przez program QuantStudio™ Real-time PCR Software v1.7.1 (Thermo
Fisher Scientific, USA). pozwalajacy na rozréznienie myszy typu dzikiego od osobnikow
noszacych zmutowany allel.
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Tabela 3.17 Mieszanina reakcyjna RT-PCR — wykrycie allelu Gt(ROSA)26Sor(tdTomato-WPRE)-7914

Mieszanina reakcyjna
Skladnik Objetos¢ | Stezenie koncowe

2X KAPA Probe Fast gPCR 10 uL 1X
10 uM ROSA F 0,8 uL 0,4 uM
10 uM Gt(ROSA)26Sor Rv 0,8 uL 0,4 uM
10 uM TG Rev 0,8 uL 0,4 uM
10 uM Mut F 0,8 uL 0,4 uM
10 uM ROSA WT Probe 0,3 uL 0,15 uM
10 uM ROSA MT Probe 0,3 uL 0,15 uM

ROX 50X low 0,4 uL 1X

H20 wolna od kwaséw nukleinowych | 2,8 uL -
DNA (30 ng/ul) 3uL (3,6 ng/ul)

Tabela 3.18 Warunki reakcji RT-PCR — wykrycie allelu Gt(ROSA)26Sor(tdTomato-WPRE)-7914

Etap Temperatura | Czas | Liczba cykli
Wstepny odczyt 60°C 30s 1
Wstepna denaturacja 95°C 3 min 1
Denaturacja 95°C 2s
Przquczani? sond 60°C 20's 40
1 starterow
Odczyt koncowy 60°C 30s 1

Tabela 3.19 Sekwencje starterow — wykrycie allelu Gt(ROSA)26Sor(tdTomato-WPRE)-7914

Nazwa startera Sekwencja (5’ > 3°)
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 QuantStudio™ Real-time PCR Software v1.7.1., przedstawiajacy
wyniki reakcji RT-PCR pozwalajace na rozr6znienie myszy typu dzikiego od osobnikéw noszacych zmutowany
allel (Gt(ROSA)26Sor(tdTomato-WPRE)-7914).

3.7.  Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

3.7.1. Procedura hybrydyzacji in situ

Do analizy lokalizacji transkryptow w ARC podwzgdrza zastosowano metode hybrydyzacji
in situ — RNAscope® (ACDBio, CA, USA), opartg na tyramidowej amplifikacji sygnatu.
Technika ta umozliwia detekcj¢ nawet pojedynczych czasteczek RNA, ktore widoczne sg jako
indywidualne punkty dzigki zastosowaniu specjalnie zaprojektowanych sond. Dolna cze$¢
sondy wigze si¢ z docelowym RNA, a gorma sluzy jako miejsce przylaczenia
preamplifikatoréw, wzmacniaczy i1 barwnikdéw, co pozwala na precyzyjna wizualizacje
sygnatu.

Ze wzgledu na grubos$¢ skrawkow mozgowych (30 pm) zastosowano protokot opracowany
przez firm¢ ACDBio, CA, USA, pozwalajacy na nalozenie skrawkow tkanki na szkietka
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podstawowe by zapewni¢ ich przywieranie do powierzchni. Wolnoptywajace skrawki mozgu,
zawierajgce obszar ARC (bregma ~ -1,46 mm do -2,46 mm), ptukano 3 x 5 minut w RT
w roztworze TBST, po czym inkubowano przez 10 minut w H20., zalaczonym do zestawu.
Nastepnie skrawki ptukano za pomoca roztworu PBST i naktadano na szkietka podstawowe.
Tak przygotowane preparaty pozostawiano na 1 godzing w RT do catkowitego wyschnigcia.
Nastgpnie zanurzano je w wodzie destylowanej i ponownie suszono przez 1 godzing w RT.
Po tym czasie szkietka umieszczano w piecu do hybrydyzacji na kolejng godzing w 60°C
I ponownie zanurzano w wodzie, a nastgpnic w 99,8% etanolu. Kolejnym krokiem byto
umieszczenie szkielek na 30 minut w 60°C. Nastepnie na preparaty naktadano proteaze 1V,
bedaca czgscig zestawu 1 inkubowano przez 20 minut. Po trawieniu zastosowano standardowy
protokét dla utrwalanych i zamrozonych tkanek — RNAscope™ Multiplex Fluorescent V2
Assay. W tabeli 3.20 zestawiono charakterystyke uzytych sond fluorescencyjnych, natomiast
rycina 3.7 przedstawia wyniki barwien kontrolnych.

Tabela 3.20 Sondy fluorescencyjne oraz przypisane im fluorochromy uzyte do hybrydyzacji metodg
RNAScope

Sonda Nir ! Transkrypt Fluorochrom | Rozcienczenie
sondy
Mm-Lepr 402731 Receptor leptyny; mRNA OPAL 520 1:1000
Receptor estrogenowy
i i i czynnik transkrypcyjny .
Mm-Esrl | 496221-C2 aktywowany przez OPAL 650 1:1500
ligand; mRNA
. Metastatyna 1, )
Mm-Kissl | 500141-C3 Kisspeptyna: mMRNA OPAL 570 1:3000
Prodynorfina, po
przetworzeniu
Mm-Pdyn | 318771 proteolitycznym OPAL 520 1:2000
powstaja z niej ligandy
receptora opioidowego
kappa; mMRNA
Tachykinina 2, )
Mm-Tac2 | 446391-C2 neurokinina B: MRNA OPAL 650 1:3000
Polr2A C1 -
kontrola :
Polimeraza RNA typu Il C1l-OPAL .
pozytywna podjednostka RPB1 570 1:1500
PPIB C2 - C2 - OPAL
p‘g‘z);‘tt;&'lfla 320891 cyklofilina B 650 1:3000
UBC C3 - - C3- OPAL 1:3000
ubikwityna C 520
kontrola
pozytywna
Cl-OPAL
1:1500
DégBé?(:‘)l, Bakteryjna reduktaza c2 5(2)?3 AL
' 320871 dihydropikolinianu 1:1500
— kontrole . -~ 570
(Bacillus subtilis)
negatywne C3-OPAL 1:1500
650 '
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Kontrola pozytywna Kontrola negatywna

Ryc. 3.7 Hybrydyzacja in situ — kontrole. Po lewej widoczna ekspresja gendéw referencyjnych (kontrola
pozytywna); po prawej brak specyficznego sygnatu przy uzyciu sondy do bakteryjnego genu DapB (kontrola
negatywna).

3.7.2. Obrazowanie i analiza obrazu

Obrazowanie wykonano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego LSM800 i immersyjnego
obiektywu C-Apochromat 40%/1.2 NA. Do znakowania zastosowano barwniki Opal™
(AKOYA Biosciences, USA). Rejestracj¢ sygnalu przeprowadzono w kanatach
oprogramowania ZEISS nazwanych wedlug odpowiadajagcych im zestawow filtrow,
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), obejmujacym
AVPV/PeN oraz ARC. Granice tych obszarow wyznaczono na podstawie atlasu mozgowia
myszy autorstwa Paxinosa i1 Franklina (2012). W kazdej probce liczono komoérki wykazujace
ekspresje¢ danego transkryptu — jako pozytywne uznawano te, w ktorych sygnat fluorescencyjny
wystepowal w postaci przynajmniej pojedynczego punktu. Dodatkowo identyfikowano
i zliczano komorki wykazujace kolokalizacje transkryptow, tj. wystepowania sygnatu
fluorescencyjnego w wigcej niz jednym kanale w tej samej komorce.

Zliczenia prowadzono za pomoca elementow automatycznego modutu analitycznego
wchodzacego w sktad oprogramowania ZEN Blue v3.11. (Carl-Zeiss, Niemcy). Analizy
wykonywano przy jednakowych ustawieniach parametrow obrazowania i przetwarzania
danych dla wszystkich analizowanych przypadkow. Dane przedstawiano jako $rednia liczbe
pozytywnych komorek dla pojedynczych oraz kolokalizujacych transkryptow, przypadajacych
na badany skrawek mézgu.

3.8. Barwienia immunohistochemiczne i fluorescencyjne
3.8.1. Jajniki

3.8.1.1 Barwienie jajnikow

Dla uwidocznienia morfologii tkanki jajnikowej zastosowano zestaw barwiagcy H&E Staining
Kit. Po wyjeciu z zamrazarki szkietka ze skrawkami jajnikéw plukano przez 3 minuty
w buforze PBS, a nastepnie pod biezaca woda az do catkowitego usunigcia OCT. Kolejnym
etapem bylo natozenie roztworu hematoksyliny zawartego w zestawie i inkubacja przez 20 s.
Po barwieniu szkietka oplukiwano pod biezaca woda przez 3 minuty, po CZym nanoszono
odczynnik Blue Reagent na kolejne 20 s. Po tym czasie szkietka ponownie przeptukano biezaca
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woda, a pdzniej odwadniano je przenoszac kolejno do roztworow etanolu o stezeniu 70% i 96%
(inkubacje po 30 s). Nastepnie aplikowano roztwor eozyny na 20 s, po czym kontynuowano
proces odwadniania w 96% etanolu (2,5 minuty) oraz 99,8% etanolu (5 minut). W dalszej
kolejnosci szkietka traktowano dwoma roztworami substytutu ksylenu (pierwsze ptukanie —
5 minut, drugie — 10 minut). Na zakonczenie na skrawki nalozono medium DPX i szkietka
nakrywkowe.

3.8.1.2. Ocena morfologiczna pecherzykow jajnikowych

Wybarwione preparaty obrazowano za pomocg skanera histologicznego Pannoramic MIDI
(3DHISTECH Kft., Wegry). Na kazdym przekroju jajnika mierzono $rednice pecherzykdéw
jajnikowych z widocznym jadrem komoérkowym w oocycie. Na podstawie otrzymanych
warto$ci, a takze morfologii warstw komorek ziarnistych dokonano klasyfikacji pecherzykow:
pierwszorzedowy (40-50 um; jedna warstwa komorek ziarnistych), drugorzedowy (80-130 um;
dwie warstwy), wczesnoantralny (180-200 um; kilka warstw komorek ziarnistych, szczatkowa
jama antralna) oraz antralny/przedowulacyjny (320-450 um; wyksztatlcona jama antralna).
W przypadku pecherzykow, w ktorych rozmiar nie miescit si¢ w zakresach dla danej kategorii,
klasyfikacje¢ opierano wytacznie na cechach morfologicznych.

Podczas analizy mierzono pole kazdego skawka (przekroju jajnika), aby oszacowaé
przyblizonag objeto§¢ jajnika. Do  pomiar6w  wykorzystano narzedzia zawarte
W oprogramowaniu analizy preparatow histologicznych firmy 3DHISTECH Kft. (Wegry).
Przyblizona obj¢tos¢ (V) jajnika obliczano wedlug wzoru: V =5 - Y7L (A4i - 7 um), gdzie
Ai oznacza pole przekroju jajnika na i-tym skrawku, n to liczba przenalizowanych skrawkow
jajnika, 7 um to grubos¢ pojedynczego skrawka, a wspotczynnik 0 wartosci 5 koryguje wynik,
ze wzgledu na fakt, ze analizowano co piaty skrawek.

3.8.2. Tkanka moézgowa

3.8.2.1. Barwienie fluorescencyjne tkanki mozgowej

Do barwien immunofluorescencyjnych wykorzystywano skrawki mézgu obejmujace obszar
AVPV/PeN (bregma ~ +0,26 mm do -0,22 mm) oraz ARC (~ -1,46 mm do -2,46 mm)
podwzgodrza. Wszystkie plukania wykonywano w RT. Po wyciagnigciu skrawkow z roztworu
do krioprotekcji tkanek, ptukano je 3 X 5 minut w TBS. Nastepnie tkanke przenoszono na ptytke
12-dotkowa do 500 uL 10% roztworu surowicy (tabela 3.21) majacego zablokowac miejsca
niespecyficznego wigzania przeciwcial ll-rzedowych. W kazdym dotku umieszczano po 4-5
skrawkow. Z tego roztworu skrawki przenoszono bezposrednio do roztworu zawierajgcego
przeciwcialo I-rzedowe (tabela 3.21 i 3.22) i inkubowano przez catag noc w temp. 4°C
na wytrzasarce kotyskowej. Podczas kazdego barwienia stosowano kontrole negatywna,
gdzie nie dodawano przeciwciat I-rzedowych. W kolejnym etapie tkanki ptukano 3 x 5 minut
w TBS i umieszczano w roztworze z dobranym, gatunkowo zgodnym przeciwcialem
I1-rzgdowym (tabela 3.23), nastepnie inkubowano przez 2 godziny w RT. Po kolejnym ptukaniu
dokonano barwienia jader komoérkowych za pomoca DAPI (10 pg/mL; rozcienczony w TBS)
przez 5 minut w RT. Wybarwione skrawki ponownie ptukano, a nast¢pnie umieszczano
na szkietkach podstawowych, lekko osuszano, nakrapiano ProLong™ Gold Antifade Mountant
i naktadano szkietka nakrywkowe. Na rycinie 3.8 zaprezentowano przyktadowe wyniKi
opisanego barwienia.
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Tabela 3.21 Roztwory stosowane podczas barwien fluorescencyjnych tkanki mézgowej

Roztwor Sklad
10 % roztwor surowicy stosowany do 100/(_’ NDS
blokowania niespecyficznych wigzan 0,3% Triton X-100
TBS, pH=7,45
2% roztwor surowicy do rozcienczania 2%' NDS
przeciwciat I-rzedowych 0,3% Triton X-100
TBS, pH=7,45
Tabela 3.22 Przeciwciato I-rzgdowe stosowane podczas barwien tkanki mozgowe;j
Antygen Gospodarz Nr kat. Producent Rozcienczenie
ERa Krolik ab32063 Abcam, Wielka Brytania 1:1000

Tabela 3.23 Przeciwciato ll-rzedowe stosowane do barwien tkanki mézgowej

Specyficznos¢ | Gospodarz | Fluorochrom | Nr kat. | Producent | Rozcienczenie
i | e
Krolik Osiot Alexa 647 607- 1:500
003 Research
Labs, USA

Kontrola negatywna

Ryc. 3.8 ERa - immunofluorescencja. Po lewej widoczna jadrowa ekspresja ERa; po prawej kontrola negatywna
z pominigciem przeciwciat I-rzedowych.

3.8.2.2. Obrazowanie i analiza

W celu oceny ekspresji ERo. w neuronach kisspeptynowych, wykonano obrazowanie
przy uzyciu mikroskopu konfokalnego wyposazonego w immersyjny obiektyw C-Apochromat
40%/1.2 NA. Sygnat fluorescencyjny rejestrowano w trzech niezaleznych kanatach,
odpowiadajacych fluorochromom: tdTomato, Alexa Fluor 647 oraz DAPL

Podobnie jak w przypadku skrawkoéw po hybrydyzacji in situ, zliczanie komorek
przeprowadzono Ww regionie zainteresowania, obejmujacym w tym przypadku ARC
oraz AVPV/PeN. W kazdej probce liczono komorki wykazujace ekspresj¢ ERa (ERo+)
oraz liczb¢ neuronéow pozytywnych dla tdTomato (tdTomato+). Komoérki uznawano
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za pozytywne, jezeli sygnat fluorescencyjny byt wyraznie obecny w obrebie ciata komorki lub
jadra (w przypadku ERa). Dodatkowo analizowano kolokalizacje¢ sygnatow — za komorki
podwojnie pozytywne uznawano te, w ktorych sygnal tdTomato naktadat si¢ przestrzennie
Z sygnatem Alexa Fluor 647.

Zliczenia prowadzono za pomocg elementdw automatycznego modutu analitycznego
wchodzacego w sklad oprogramowania ZEN Blue v3. 11.. Analizy wykonywano przy
jednakowych ustawieniach parametréw obrazowania i przetwarzania danych dla wszystkich
ocenianych zdje¢. Wyniki przedstawiano jako $rednig liczb¢ komorek pozytywnych
(tdTomato+, ERa+ oraz tdTomato+/ERo+) przypadajacych na pojedynczy skrawek moézgu
w regionie zainteresowania.

3.8.3. Fragmenty jadra lukowatego

3.8.3.1. Procedura izolacji i hodowli fragmentow jgdra tukowatego

Tabela 3.24 Odczynniki uzyte do przygotowania hodowli in vitro fragmentow ARC

Odczynnik Producent
B27™ suplement Thermo Fisher Scientific, USA
Dulbecco’s PBS Sigma Aldrich, USA
FBS (ang. fetal bovine serum) Thermo Fisher Scientific, USA
Glukoza Sigma Aldrich, USA
GlutaMax™ Thermo Fisher Scientific, USA
Metyloceluloza Sigma Aldrich, USA
Laminina Sigma Aldrich, USA
Poli-L-lizyna Sigma Aldrich, USA
Pozywka MEM Thermo Fisher Scientific, USA
Pozywka Neurobasal™ - A Thermo Fisher Scientific, USA
Roztwor penicylina-streptomycyna Thermo Fisher Scientific, USA
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Tabela 3.25 Roztwory i pozywki uzyte do hodowli in vitro fragmentow ARC

Roztwor/pozywka Skilad
1,5 g agarozy
0,
Agaroza 3% 50 mL ddH-0
126 mM NaCl
2,5 mM KClI

1,2 mM NaH2PO4*2H,0
1,2 mM MgCl>*6H20
2 mM CacCl;
11 mM Glukoza
25 mM NaHCOs3
ddH20
95% Neurobasal A
2% Suplement B27
Pozywka Neurobasal A/B27 1% Glukoza
1% Penicylina/streptomycyna
1% GlutaMAX (100X)
88% MEM
10% FBS
1% Glukoza
1% Penicylina/streptomycyna
0,2 g Metylocelulozy
50 mL Neurobasal A
95% Neurobasal A/Metyloceluloza
2% Suplement B27
Pozywka Nurobasal A/Metyloceluloza/B27 1% Glukoza
1% Penicylina/streptomycyna
1% GlutaMAX (100X)

Bufor KREBS 1X

Pozywka MEM/FBS

Pozywka Nurobasal A/Metyloceluloza

W pierwszym etapie przygotowano okragle szkielka nakrywkowe. Szkietka umieszczano
w zlewce wypetnionej acetonem na 24 godziny w RT. Nastegpnie ptukano je kilkakrotnie 99,8%
etanolem. W kolejnym kroku szkietka opalano pojedynczo nad plomieniem palnika
i umieszczano na szalce Petriego wypetionej roztworem poli-L-lizyny (0,1 mg/mL)
| pozostawiono w nim na noc w temp. 37°C. Po serii ptukan sterylng ddH20, szkietka
pozostawiano w lodowce. W dniu eksperymentu na szkietka naktadano lamining rozcienczong
1:50 roztworem KREBS 1X i pozostawiano w inkubatorze na minimum 1 godzine, po czym
ptukano pozywka Neurobasal A.

Fragmenty ARC przygotowano do hodowli in vitro, zgodnie z wcze$niej opisanymi metodami
(Lopez-Bendito i in., 2006; Decourtye i in., 2017; Decourtye i in., 2018). Mozgowie pobierano
od oémiodniowych samic Kiss®"®R0SA%  Po wypreparowaniu, mozgi umieszczano na szklanych
szalkach Petriego wypelnionych roztworem KREBS 1X, schtodzonym wczesniej
W zamrazarce. Nastgpnie tkanki umieszczano w naczyniach z 3% agaroza podgrzang do temp.
42°C. Po zestaleniu agarozy, tkanki krojono na skrawki o grubosci 300 um przy uzyciu
wibratomu i inkubowano na membranach (Whatmann, Cytiva Europe GmbH, Velizy-
Villacoublay, Francja) w pozywce MEM/FBS temp. 37°C i atmosferze nawilzonej z 5% CO:
i bilansem powietrza. Po godzinie pozywke wymieniano na Neurobasal/B27 i inkubowano
przez kolejne 30 minut w tych samych warunkach. Nastepnie przeprowadzano dysekcje ARC.
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Wyciete fragmenty inkubowano przez 30 minut w medium Neurobasal/B27, po czym
umieszczano na szkietkach nakrywkowych pokrytych lamining w ptytkach czterodotkowych
wypetnionych 1 mL medium Neurobasal/Metyloceluloza/B27. Na kazdym szkietku
znajdowato si¢ od 8 do 10 fragmentow. Hodowlg wstepng prowadzono przez 24 godziny,
po czym fragmenty pozostawiano w warunkach kontrolnych ($wieza pozywka) lub traktowano
leptynag w stezeniu 100 ng/mL przez kolejne 24 godziny.

Nastepnie fragmenty tkanki ptukano 3 x 5 minut roztworem PBS i utrwalano w 4% PFA przez
30 minut w RT. Po utrwaleniu, szkietka ponownie ptlukano, blokowano w 3% roztworze
surowicy koziej (tabela 3.26) przez 45 minut i inkubowano w wybranych przeciwciatach I-
rzedowych (tabela 3.27) przez noc w temp. 4°C. Nastepnego dnia szkietka ptukano
i inkubowano przez 2 godziny w RT =z przeciwciatami II-rzedowymi (tabela 3.28)
skoniugowanymi z fluorochromem. Po tym czasie szkietka ponownie przeptukiwano
roztworem PBS. Gotowe szkielka z fragmentami ARC nakfadano na szkietka podstawowe
pokryte medium zamykajacym (ProLong™ Gold Antifade Mountant).

Tabela 3.26 Roztwory stosowane podczas barwien fluorescencyjnych tkanki mézgowej

3 % roztwor surowicy stosowany do 3% NGS
blokowania niespec f}”llczn ch iyzaﬁ 0,05% Tween 20
" peey e W PBS, pH=7,4
. . ., ) 2% NGS
1% roztwor surowicy do rozcienczania
rzeciwcial I-rzedowvch 0,05% Tween 20
przeciwc edowyc PBS, pHe7 4

Tabela 3.27 Przeciwciato I-rzedowe stosowane do barwienia wiokien nerwowych neuronéw ARC

Antygen Gospodarz Nr kat. Producent Rozcienczenie
. Abcam, ]
Neurofilamenty Kura ab72998 Wielka Brytania 1:500

Tabela 3.28 Przeciwciato Il-rzgdowe stosowane do barwienia wiokien nerwowych neurondow jadra
hukowatego

Specyficznosé | Gospodarz | Fluorochrom | Nr Kkat. Producent | Rozcienczenie

Abcam,
Kura Koza Alexa 647 ab150171 Wielka 1:400
Brytania

3.8.3.2. Obrazowanie i analiza obrazu

Fragmenty ARC podwzgorza obrazowano za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego Axio
Observer Z1, wyposazonego w filtry fluorescencyjne dostosowane do fluoroforéw uzytych
w procedurze barwienia (tdTomato, Alexa Fluor 647). Obrazy rejestrowano przy zastosowaniu
immersyjnego obiektywu LD LCI Plan-Neofluar 25%/0.8 NA.

Pomiary dtugosci aksondw przeprowadzono wykorzystujac narzgdzia analityczne zawarte
w oprogramowaniu  ZEN Blue v3.11. Ocen¢ morfologii projekcji neuronalnych
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przeprowadzono dokonujgc pomiarow dtugosci aksonow. Fragmenty ARC dzielono na cztery
réwne ¢wiartki, z ktorych wybierano po 10 najdtuzszych, wyraznie widocznych aksonow. Gdy
liczba wiokien nerwowych byla ograniczona — jak mialo to miejsce w populacji neuronow
kisspeptynowych — mierzono dtugo$¢ wszystkich obecnych aksonéw. Pomiaru dokonywano
zaznaczajac r¢cznie poszezegolne aksony z zachowaniem statych parametrow skalowania dla
kazdej probki.

3.9. Ocena statusu metabolicznego oocytow

3.9.1. Stymulacja hormonalna samic

Aby wywota¢ superowulacjg, dojrzalym ptciowo samicom, w wieku 2-3 miesigcy, pomigdzy
godzing 18:00 a 18:30, podawano dootrzewnowo 7,5 Ul PMSG. Po 48 godzinach
dootrzewnowo wstrzykiwano 10 IU hCG (w przypadku oocytéw pozyskanych do oznaczenia
ilosci lipidow w oocytach, aktywnosci mitochondriow oraz oceny wytwarzania reaktywnych
form tlenu). Pozyskanie oocytow do oznaczen liczby kopii mtDNA oraz oceny potencjatu
redoks, odbylo si¢ z zastosowaniem innego protokotu stymulacji hormonalnej. Zamiast iniekcji
PMSG podano hyperOVA w objetosci 0,1 mL, zgodnie z zaleceniami producenta.

3.9.2. Izolacja komérek jajowych

Kolejnego dnia pomiedzy 8:00 a 8:30 stymulowane samice znieczulano za pomoca izofluranu,
a nastepnie przerywano rdzen kregowy. Wyizolowane jajniki wraz z jajowodami umieszczano
na szalce z medium M2, a z ampuli jajowodu uwalniano COCs. Za pomocg pipety COCs
przenoszono do kropli medium z hialuronidazg (400 ug/ml), by oddzieli¢ komorki ziarniste
od oocytow. Nastepnie przy uzyciu Szklanej pipety Pasteura oocyty ptukano przenoszac
je do kolejnych kropli medium M2, by ostatecznie w kroplach znalazta si¢ liczba oocytow
dostosowana do poszczegodlnych analiz.

Tabela 3.29 Odczynniki uzyte podczas izolacji komorek jajowych myszy

Odczynnik Producent
Medium M2 Sigma Aldrich, USA
Hialuronidaza Sigma Aldrich, USA

3.9.3. lzolacja DNA z pojedynczego oocytu

Do izolacji DNA z pojedynczego oocytu uzyto kitu ARCTURUS™ PicoPure™ DNA
Extraction Kit. Do probowki z proteinazg K dodano Reconstruction Buffer zawarty w zestawie
i tak przygotowany roztwor pipetowano do probéwek w objetosci 10 uL. W proboéwkach
umieszczono nastepnie pojedyncze oocyty i inkubowano temp. w 65°C przez 3 godziny,
a nastepnie w temp. do 95°C przez 10 minut w celu inaktywacji proteinazy K. Wyizolowane
DNA przechowywano w temp. -20°C.

3.9.4. Oznaczanie liczby kopii mtDNA w pojedynczym oocycie

Do oceny liczby kopii mitochondrialnego DNA w pojedynczej komorce jajowej, zastosowano
Digital PCR z wykorzystaniem komercyjnego zestawu QuantStudio 3D™ Digital PCR 20K
Chip Kit v2. W pierwszym kroku przygotowano mieszaning reakcyjng, ktorej sktad
przedstawiono w tabeli 3.30. Do analizy wykorzystano zestaw starteréw i sond¢ TagMan™
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(ID: MmO04225274 s1) dla regionu mitochondrialnego genu Nd1. Do reakcji dodawano 1 pL
nierozcienczonego eluatu DNA uzyskanego z pojedynczego oocytu (10 pL/oocyt).

Tabela 3.30 Mieszanina reakcyjna uzyta do oznaczenia mtDNA

Mieszanina reakcyjna

Skladnik Objetos¢ Stezenie koncowe
2X Digital PCR master mix 7,25 uL 1X
20X Zestaw TagMan™ ND1 0,725 pL 1X

H>0 wolna od kwasow nukleinowych 5,525 uL -

DNA (nierozcienczone) I pL -

Po przygotowaniu mieszaniny, probke nanoszono na chip zgodnie z instrukcja producenta,
wykorzystujgc urzadzenie QuantStudio™ 3D Digital PCR Chip Loader. Chip pokrywano
ptynem immersyjnym, zamykano i przenoszono do termocyklera ProFlex™ w celu
przeprowadzenia reakcji PCR. W tabeli 3.31 podano warunki przeprowadzonej reakcji.

Liczbe kopii mtDNA obliczano bazujac na rozkladzie Poissona w oprogramowaniu
QuantStudio™ 3D AnalysisSuite (Thermo Fisher Scientific, USA). Wyniki przedstawiano jako
liczbe kopii przypadajaca na pojedynczy 0ocyt.

Tabela 3.31 Warunki reakcji Digital PCR

Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna 9% 10 min 1
denaturacja
Hybrydyza}cja 60 2 min
i elongacja 39
Denaturacja 98 30s
Odezyt 60 2 min 1
koncowy
Zakoﬁcz_@ie 10 " 1
reakcji

3.9.5. Oznaczenie poziomu ATP

Oznaczenie poziomu ATP w oocytach przeprowadzono stosujgc CellTiter-Glo® Luminescent
Cell Viability Assay. Trzydziesci oocytow od kazdego z osobnikoéw umieszczono w 50 plL
medium M2 w 96-dotkowej ptytce (Promega, USA), a nastepnie dodawano 50 uL odczynnika
CellTiter-Glo Reagent, przygotowanego zgodnie z instrukcjg producenta. Zawartos¢ ptytki
mieszano przez 2 minuty, inkubowano przez 10 minut w RT w ciemnosci i odczytywano sygnat
za pomocg czytnika ptytek MyGlo™ Reagent Reader. W celu odcigcia sygnatu tta stosowano
dotki zawierajagce wylgcznie CellTiter-Glo Reagent wymieszany z medium M2 oraz dotki
wypetnione samym medium M2.
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Wyniki przedstawiano jako stosunek sygnalu z oocytow LUN (F1) oraz LL, LC (F2)
do $redniego sygnatu z oocytow kontrolnych (CON - F1; CC - F2) analizowanych tego samego
dnia.

3.9.6. Ocena potencjalu redoks

Ogo6lny poziom przemian metabolicznych wewnatrz oocytu badano nieinwazyjng metoda
bazujacg na ocenie autofluorescencji emitowanej przez NAD(P)H oraz FAD. Obrazowanie
wykonano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego LSM800 wyposazonego w obiektyw LD
Plan-Neofluar 40x/0.6 NA, ktéry dzieki ruchomym pryzmatom pozwala precyzyjnie dobraé¢
zakres dlugosci fali odczytywanego sygnatu. Zredukowane nukleotydy NADH i NAD(P)H
zostaly wzbudzone za pomocg lasera o dlugosci fali 405 nm, a emisj¢ odczytywano za pomoca
filtra przepuszczajacego w zakresie 435-485 nm. Autofluorescencje¢ FAD odczytywano
w zakresie 505-550 nm po wzbudzeniu laserem o dtugosci fali 488 nm.

Do pomiaru $redniej intensywnosci fluorescencji zastosowano oprogramowanie ZEN Blue
v3.11. Dla kazdej komorki jajowej analizowanej indywidualnie, na podstawie obrazu
fluorescencji cytoplazmatycznej, r¢cznie wyznaczano obszar zainteresowania (ROI)
obejmujacy caty widoczny oocyt. Nastepnie rejestrowano sygnat fluorescencji z wyznaczonego
obszaru. Wynik usredniano na podstawie serii obrazow (tzw. Z-stack) obejmujacych caly
przekrdj oocytu, aby unikna¢ btedéw wynikajacych z wykorzystania tylko jednej ptaszczyzny.

Stosunek zredukowanych do utlenionych no$nikéw elektronéw odzwierciedla stan
metaboliczny komorek, ktore w glownym stopniu polegaja na fosforylacji oksydacyjnej.
Jedynie NAD(P)H i FAD sa naturalnie fluorescencyjnymi czgsteczkami, dlatego stosunek
FAD/(FAD + NAD(P)H) moze by¢ wykorzystany do okreslenia stanu redoks komorki
(Chance i in. 1979; Georgakoudi i Quinn 2012). Okresla si¢ go jako optyczny wskaznik 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 FADH, (w kompleksie I1), co prowadzi
do wyzszego ORR, wskazujgc na zwigkszong produkcje ATP (Georgakoudi i Quinn 2012; Tani
Dunning, 2022).

Autofluorescencje NAD(P)H oraz FAD mierzono po umieszczeniu oocytow w kropli medium
M2 i na tej podstawie obliczano tez OOR. Po 20 minutach od rozpoczgcia doswiadczenia
do kropli, w ktorej zawsze znajdowalo si¢ pig¢ oocytow, dodawano medium M2 badz
pirogronian sodu w celu otrzymania nast¢pujacych stgzen — 0,8 mM, 4 mM oraz 10 mM
i ponownie dokonywano pomiaru autofluorescencji NAD(P)H i FAD.

3.9.7. Ocena potencjalu blony mitochondrialnej, stresu oksydacyjnego oraz zawartosci
lipidow
Oceng parametrow charakteryzujacych profil metaboliczny oocytow, takich jak potencjal blony
mitochondrialnej, poziom reaktywnych form tlenu (ROS) oraz zawarto$¢ lipidow neutralnych
przeprowadzono we wspotpracy z prof. Anng Ajduk z Zaktadu Embriologii Wydzialu Biologii
Uniwersytetu Warszawskiego. Zastosowano barwienia fluorescencyjne z uzyciem sond
molekularnych: JC-1, CellROX™ Orange oraz BODIPY™ 493/503. Obrazowanie wszystkich
probek przeprowadzono z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego Zeiss Axiovert
(Carl-Zeiss, Niemcy) wyposazonego w cyfrowa kamer¢ AxioCam HRm. Rejestracji obrazow
dokonywano przy uzyciu zestawu filtrow wzbudzenia i emisji dobranych do zastosowanych
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barwnikéw. Dla wszystkich kanatéw fluorescencyjnych stosowano binning 4x4 oraz
jednakowe ustawienia ekspozycji w obrebie kazdej serii pomiarowej. Do analizy obrazu uzyto
programu ImageJ (National Institutes of Health, USA) oraz ZEN Blue v3.11.

W  kazdym eksperymencie $rednia intensywno$¢ fluorescencji w oocytach zostala
znormalizowana wzgledem $redniej intensywnosci fluorescencji w oocytach kontrolnych
(CON w przypadku F1 oraz CC w przypadku F2), ktore byly pobierane tego samego dnia
I obrazowane réwnoczesnie.

3.9.7.1. Ocena potencjatu btony mitochondrialnej (JC-1)

Oocyty inkubowano w 2 uM roztworze barwnika JC-1 przez 30 minut w ciemnos$ci, w temp.
37,5°C. JC-1 gromadzi si¢ w mitochondriach w sposob zalezny od ich potencjalu blonowego:
w przypadku niskiego potencjatu tworzy monomery emitujace zielong fluorescencjg, natomiast
gdy jest on wysoki — agregaty emitujgce fluorescencje czerwong. Obrazowanie wykonano
w trybie Z-stack, rejestrujac 10 optycznych przekrojow wzdtuz osi Z, oddalonych o 5,5 pm.
Uzyto filtrow wzbudzenia 450-490 nm i 538-562 nm, a emisj¢ zbierano przy 500-550 nm
(zielony kanal, 20 ms) i 570-640 nm (czerwony kanat, 30 ms). Potencjat blon
mitochondrialnych okreslano jako stosunek intensywnosci czerwonej fluorescencji do zielonej,
obliczany na podstawie sumarycznego sygnatu zebranego ze wszystkich analizowanych
przekrojow oocytu. Jako kontrole zastosowano obrazowanie komorek bez barwnika.

3.9.7.2. Ocena stresu oksydacyjnego (CellROX™ Orange)

Stezenie ROS oceniano z uzyciem sondy CellROX™ Orange, ktora po utlenieniu emituje
intensywng pomaranczowg fluorescencje. Oocyty inkubowano w 5 uM roztworze sondy przez
30 minut w ciemnosci w temp. 37,5°C. Po inkubacji wykonano pojedyncze zdj¢cia ptaszczyzny
rownikowej komoérek. Wzbudzenie realizowano przy dtugosci fali 538-562 nm, a emisje
rejestrowano przy 570-640 nm. Czas ekspozycji wynosit 100 ms. Poziom stresu oksydacyjnego
okreslano na podstawie $redniej intensywnosci fluorescencji w obrgbie catej komorki jajowe;.
Kontrole stanowito obrazowanie bez zastosowania sondy.

3.9.7.3. Ocena zawartosci lipidéw (BODIPY™ 493/503)

Do wykrywania kropli lipidowych zastosowano barwnik BODIPY™  493/503,
ktory selektywnie wigze neutralne lipidy w cytoplazmie. Oocyty inkubowano w ciemnos$ci
i temp. 37,5°C przez 30 minut w roztworze barwnika o stezeniu 2 pg/ml, po czym przemywano
je w PBS i natychmiast obrazowano. Uzyto filtru wzbudzenia 450-490 nm i emisji 500-550 nm.
Obrazowanie wykonano w trybie Z-stack (10 warstw, odstgp 7 um), z czasem ekspozycji 50 ms.
Analizowano $rednig intensywno$¢ fluorescencji obliczang na podstawie sumarycznego
sygnatu ze wszystkich analizowanych przekrojéw oocytu. Dodatkowo, w oprogramowaniu
ZEN Blue v3.11. wykonano dekowolucje obrazéw w celu poprawy jakosci sygnatu i separacji
sasiadujacych kropli lipidowych. Nastepnie przeprowadzono reczne zliczanie kropli
lipidowych w kazdej komorce. Analiz¢ prowadzono na wszystkich analizowanych
ptaszczyznach oocytu, aby uniknaé wielokrotnego zliczania tych samych struktur.

3.10. Analiza statystyczna

Analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism v10.6.1
(GraphPad Software, USA) dla co najmniej trzech niezaleznych powtorzen biologicznych.
Wyniki przedstawiono jako $rednig + blad standardowy s$redniej (SEM) lub mediane,
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w zalezno$ci od charakterystyki rozkladu danych. Normalno$¢ rozkladu oceniano
z wykorzystaniem testow Shapiro—Wilka oraz Kotmogorowa—Smirnowa, natomiast
jednorodnos¢ wariancji weryfikowano odpowiednimi testami dostgpnymi w oprogramowaniu.

W przypadku porownan dwoch grup stosowano test t-Studenta (dla danych spelniajacych
zatozenia parametryczne) lub test U Manna—Whitneya. Analizy obejmujace wiecej niz dwie
grupy przeprowadzano przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) badz testu
Kruskala—Wallisa, w zaleznosci od spetnienia zatozen parametrycznych. W przypadku danych
pochodzacych z réznych etapow rozwoju zwierzat zastosowano dwuczynnikowa analize
wariancji (two-way ANOVA) wraz z odpowiednimi testami post hoc dla poréwnan
wielokrotnych.

Dobor testow statystycznych uzalezniano od charakteru rozktadu danych oraz spelnienia
zatozen dotyczacych homogenicznosci wariancji. W przypadku mniejszych liczebnosci grup,
przy spelnieniu zalozen testu parametrycznego, wyniki dodatkowo weryfikowano za pomoca
odpowiednich testow nieparametrycznych. W sytuacji rozbiezno$ci miedzy wynikami analiz
za rozstrzygajacy uznawano wynik testu nieparametrycznego. Przy bardzo matych
liczebnosciach (n = 3) stosowano metody nieparametryczne.

Potencjalne wartosci odstajace identyfikowano z uzyciem funkcji lIdentify Outliers,
przy zastosowaniu obiektywnych kryteridw statystycznych dostgpnych w oprogramowaniu.

Informacje o0 zastosowanym tescie statystycznym oraz liczebnosci analizowanych grup (n),
podano w podpisach odpowiednich rycin w rozdziale Wyniki. Warto$¢ n odpowiadata liczbie
niezaleznych powtdrzen biologicznych (liczbie samic), natomiast w wigkszo$ci analiz
dotyczacych oocytow — liczbie analizowanych komoérek jajowych w danej grupie.
W  eksperymencie z hodowlag fragmentow ARC n oznaczalo liczbe miotow.
Za istotne statystycznie uznawano wyniki z p < 0,05.
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4. Wyniki

4.1. Skutkiniedozywienia matki w okresie laktacji — analiza fenotypu samic
w kolejnych pokoleniach

4,1.1 Masa i sklad ciala

W pierwszym etapie badan postanowiono oceni¢, czy niedozywienie matek podczas laktacji,
wplywa na masg i sktad ciata potomstwa po odstawieniu od matki. Dodatkowo analizowano,
czy zaobserwowane efekty utrzymuja si¢ takze w dorostosci, mimo powrotu do standardowego
zywienia (ad libitum).

Pomiary masy ciala wykonywano co tydzien, przez pierwsze 10 tygodni zycia zwierzat,
poczawszy od dnia odstawienia od matki. Sktad ciata oceniono natomiast w trzech punktach
czasowych: po zakonczeniu restrykcji zywieniowej matek i odsadzeniu mtodych (PND21),
w okresie okotopokwitaniowym oraz po osiggnigciu petnej dojrzatosci plciowej. Z uwagi
na opdznione dojrzewanie piciowe u samic z grupy LUN, pomiary w dwoch ostatnich punktach
czasowych przeprowadzono pézniej niz w grupie kontrolnej. Zaréwno wystapienie pierwszej
fazy estrus, a tym samym osiagniecie okresu okotopokwitaniowego i peinej dojrzatosci
plciowej byty przesunigte w czasie u samic LUN $rednio o 6 dni w pordwnaniu do grupy CON.
Te¢ roznice uwzgledniono, aby zminimalizowa¢ wptyw zmienno$ci wynikajacej z faz cyklu
rujowego, zwlaszcza w okresie okotopokwitaniowym. Ponadto, samice myszy osiagaja
dojrzato$¢ ptciowa w réznym tempie, dlatego wybor $cisle okreslonego punktu czasowego nie
byl mozliwy — skutkowaloby to duza zmiennoscia w poziomach hormonéw piciowych
i fizjologii procesow rozrodczych. Pomiary sktadu ciata wykonywano w tej samej fazie cyklu
rujowego — diestrus.

Roéznice w masie 1 sktadzie ciala migdzy grupami CON i LUN obserwowano na kazdym
z analizowanych etapow (Ryc. 4.1). Samice LUN cechowatly si¢ istotnie nizsza masg ciata
wzgledem grupy CON (p < 0,0001; Ryc. 4.1 — A). Bylo to wyraznie widocznie w dniu
ostawienia od matki, gdy samice LUN byly prawie dwukrotnie 1zejsze od samic z grupy CON.
Krzywa wzrostu masy ciata od 3 do 10 tygodnia zycia (Ryc. 4.1 — B) potwierdzita, Ze przyrost
masy w grupie LUN miat podobng dynamike jak w grupie CON, ale réznice pomigdzy nimi
utrzymywaly si¢ przez caty okres obserwacji (tygodnie 1-8: p < 0,0001; tydzien 9: p < 0,001;
tydzien 10: p < 0,01). Niedozywienie matki znaczaco wpltyneto réwniez na mas¢ tkanki
thuszczowej jej potomstwa, szczegélnie w PND21 (p < 0,0001) i w okresie
okotopokwitaniowym (p = 0,037; Ryc. 4.1 — C). U samic LUN masa tkanki ttuszczowej byla
nizsza niz w grupie CON. Wskaznik ottuszczenia (stosunek masy tkanki tluszczowej
do beztluszczowej masy ciata) byl nizszy tylko w PND21 (p < 0,0001), natomiast na
pozniejszych etapach zycia nie obserwowano réznic migdzy grupami (Ryc. 4.1 — D).
Beztluszczowa masa byla nizsza u samic z grupy LUN we wszystkich punktach czasowych
(p < 0,0001 dla PND21 i okresu okotopokwitaniowego; p = 0,0004 po osiggni¢ciu dojrzatosci;
Ryc. 4.1 - E).

W celu oceny potencjalnego wielopokoleniowego wplywu stresu zywieniowego We wczesnym
okresie zycia pokolenia F1, w kolejnym etapie oceniono mase i sklad ciata pokolenia F2.
Po odstawieniu od matki F1 stwierdzono nizsza mas¢ ciata u samic z grupy LL (potomstwo
rodzicow F1 narazonych na stres zywieniowy) w porownaniu do grupy CC (potomstwo dwojga
kontrolnych rodzicow, p = 0,0422; Ryc. 4.2 — A). Towarzyszyla temu nizsza masa tkanki
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ttuszczowej (p = 0,0047; Ryc. 4.2 — C), co potwierdzil rowniez nizszy wskaznik ottuszczenia
(p = 0,0069; Ryc. 4.2 — D). Warto podkresli¢, ze efekt ten nie wystgpowat w grupie LC
(potomstwo matki LUN oraz ojca CON). W okresie okotopokwitaniowym i po osiagnigciu
petnej dojrzatosci piciowej nie zaobserwowano istotnych réznic migdzy grupami w masie ciata
i tkanki thuszczowej (Ryc. 4.2 — A, C). Jednakze dojrzate samice LL miaty nizsza bezttuszczowg
mas¢ w porownaniu do samic CC (p = 0,0299; Ryc. 4.2 — E).
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Ryc. 4.1 Wptyw niedozywienia matki doswiadczonego podczas okresu laktacji na: (A) masg ciata, (B) dynamike
przyrostu masy ciata do 10 tygodnia zycia, (C) masg¢ tkanki thuszczowej, (D) wskaznik ottuszczenia (masa tkanki
thuszczowej/bezthuszczowa masg ciala) oraz (E) bezttuszczowa mase ciata u potomstwa (pokolenie F1) na r6znych
etapach zycia. Dane przedstawiono jako $rednia + SEM. Gwiazdkami oznaczono réznice mi¢dzy grupami w tym
samym okresie zycia (panel B: w kazdym punkcie czasowym test t-Studenta; pozostate panele: dwuczynnikowa
analiza ANOVA z testem post hoc Sidaka dla poréwnan wielokrotnych; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,

HHkkp < 0,0001).

Liczebnos¢ grup (n):

Masa ciata PND21: CON =37, LUN = 44
Masa tkanki ttuszczowej, wskaznik otluszczenia, beztluszczowa masa ciata PND21: CON =21, LUN =27
Przyrost masy ciata w czasie: CON =7, LUN =8

Okres okotopokw.: CON =7, LUN =5

Dojrzatos¢: CON =6, LUN =8
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Ryc. 4.2 Wptyw historii odzywiania rodzicow (F1) na: (A) mas¢ ciata, (B) dynamike przyrostu masy ciata do 10
tygodnia zycia, (C) masg tkanki ttuszczowej, (D) wskaznik ottuszczenia (masa tkanki tluszczowej/bezttuszczowa
mas¢ Ciata) oraz (E) beztluszczowa masg ciala ich potomstwa (pokolenie F2) na réznych etapach zycia. Dane
przedstawiono jako $rednia £ SEM. Gwiazdkami oznaczono réznice migdzy grupami w tym samym okresie zZycia
(panel B: w kazdym punkcie czasowym test Kruskala-Wallisa z testem post hoc Dunna; pozostate panele:
dwuczynnikowa analiza ANOVA z testem post hoc Dunnetta dla porownan wielokrotnych; *p < 0,05, **p < 0,01)
Liczebnos¢ grup (n):

PND21: CC=16,LC=17,LL=15

Przyrost masy ciata w czasie: CC=5,LC=7,LL =4

Okres okotopokw.: CC=7,LC=3,LL=5

Dojrzatosé: CC=8,LC=5,LL=10
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4.1.2 Dojrzewanie plciowe

W celu okreslenia wptywu niedozywienia matki w okresie laktacji na dojrzewanie ptciowe oraz
przebieg cyklu rujowego u jej zenskiego potomstwa oceniono wiek pojawienia si¢ pierwszych
objawow pokwitania, moment rozpocze¢cia regularnych cykli rujowych (cyklicznosci) oraz
dhugos¢ pojedynczych cykli.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze samice LUN osiagaty dojrzato$¢ ptciowa pdzniej niz CON.
Zarowno dzien otwarcia drog rodnych (VO, ang. vaginal opening), jak i wystgpienia pierwszej
rui (VE, ang. vaginal estrus) nastgpito poézniej w grupie LUN (p < 0,0001; Ryc. 4.3 — A, B).
Tak jak wspomniano wczesniej — dojrzewanie samic LUN byto przesunigte w czasie $rednio
0 okoto 6 dni (Sredni wiek osiggnigcia VO: CON = 28,35 + 0,22; LUN = 34,04 £ 0,36 dni;
$redni wiek osiggniecia VE: CON = 37,75 £ 0,47; LUN = 44,17 + 1,04 dni).

Analiza krzywej skumulowanego odsetka samic wykazujacych VE wskazuje na wyrazne
opodznienie procesu dojrzewania ptciowego u samic LUN (Ryc. 4.3. — C). Przebieg tego procesu
w czasie wskazuje, ze u samic CON pierwsza ruja pojawiata si¢ wczesniej 1 byta bardziej
zsynchronizowana w czasie (dni 35-43), natomiast w grupie LUN dojrzewanie samic
nastepowato wolniej i byto rozproszone w czasie (dni 38-60; Ryc. 4.3 - C).

Dhugos¢ cyklu rujowego nie roznita si¢ miedzy grupami (Ryc. 4.3 — D). Natomiast poczatek
wystepowania regularnych cykli rujowych (cyklicznosci), okreslony jako dzien wystapienia
fazy proestrus, rozpoczynajacej pierwszy prawidtowy cykl, nastgpowat pozniej u samic LUN
(p = 0,0075; Ryc. 4.3 — E). Analiza przebiegu cykli rujowych ujawnita, ze cykle samic CON
charakteryzowaly si¢ typowym, czterofazowym przebiegiem i regularnoscig (Ryc. 4.3 — F).
U samic LUN natomiast obserwowano opoznienie wystgpowania regularnych cykli rujowych
oraz zaburzenia rytmu cyklu rujowego. Najczescie] wystgpowaty trudnos$ci w przechodzeniu
do kolejnych faz cyklu w pierwszych tygodniach po odsadzeniu, co przejawialo si¢ istotnym
przedtuzeniem trwania niektorych faz (Ryc. 4.3 — G).

W kolejnym kroku postanowiono oceni¢, czy historia odzywiania rodzicoéw wplywa
na dojrzewanie ptciowe i cykliczno$¢ ich zenskiego potomstwa. VO wystapito podzniej u samic
LL w porownaniu do samic pochodzacych od kontrolnych rodzicéw (CC; p = 0,0123;
Ryc. 4.4 — A). Nie stwierdzono natomiast istotnych réznic w wieku wystapienia pierwszej rui
miedzy zadng z badanych grup (Ryc. 4.4 — B). Krzywa skumulowanego odsetka samic,
u ktérych odnotowano VE, wskazuje na podobny przebieg dojrzewania plciowego

we wszystkich grupach, bez wyraznego opdznienia, ktore obserwowano w pokoleniu F1 (Ryc.
4.4 -C).

Nie zaobserwowano istotnych rdéznic miedzy grupami ani w dlugosci pojedynczego cyklu
rujowego (Ryc. 4.4 — D), ani w okresie rozpoczecia regularnych cykli (Ryc. 4.4 — E).
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Ryc. 4.3 Konsekwencje niedozywienia matek w czasie laktacji w odniesieniu do parametrow plciowych jej
potomstwa (F1). (A) Wiek wystapienia otwarcia drog rodnych (VO) oraz (B) wiek wystapienia pierwszej fazy
estrus (VE), (C) skumulowany odsetek samic z VE [%] w kolejnych dniach zycia, (D) dlugos¢ pojedynczego cyklu
rujowego, (E) wiek rozpoczecia regularnych cykli, (F-G) Przyktadowe przebiegi cykli rujowych u samic z grupy
kontrolnej (F) oraz niedozywionej (G), monitorowane na podstawie codziennej oceny cytologicznej wymazow
z pochwy. E — estrus, P — proestrus, D/M — diestrus/metestrus. Dane przedstawiono jako $rednia = SEM.
Gwiazdkami oznaczono istotne roznice migdzy grupami (panele A, B, E: test t-Studenta; panel D: test Manna—

Whitneya; **p < 0,01, ****p < 0,0001).

Liczebnos¢ grup (n):

VO, VE: CON =20; LUN =24

Skumulowany odsetek samic: CON = 20; LUN =24

Dtugos¢ cyklu, poczatek regularnych cykli: CON = 11; LUN =11
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Ryc. 4.4 Wplyw niedoborow zywieniowych do$wiadczonych przez rodzicow we wczesnym okresie zycia
(pokolenie F1) na dojrzewanie ptciowe oraz parametry cyklu rujowego ich zeniskiego potomstwa (pokolenie F2).
(A) Wiek wystapienia otwarcia drog rodnych (VO), (B) wiek wystapienia pierwszej rui (VE), (C) skumulowany
odsetek samic z VE [%] w kolejnych dniach zycia, (D) dlugos¢ cyklu rujowego, (E) wiek rozpoczecia regularnych
cykli. Dane przedstawiono jako $rednia £ SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne réznice miedzy 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).

Liczebnos¢ grup (n):

VO,VE: CC=18,LC=8;LL=11

Skumulowany odsetek samic: CC =18, LC=8; LL =11

Dhugo$¢ cyklu, poczatek regularnych cykli: CC=6; LC=5; LL =4
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4.1.3 Potencjal rozrodczy

Ze wzgledu na znaczne opdznienie dojrzewania plciowego u samic LUN, w kolejnym kroku
postanowiono oceni¢, w jaki sposob niedobory zywieniowe we wczesnym okresie zycia
wptywaja na ich zdolnosci rozrodcze. W tym celu przeprowadzono dlugoterminowy
eksperyment, w ktérym samice LUN oraz CON kojarzono z kontrolnymi samcami, otrzymujac
pary CONQ x CONJ oraz LUNQ x CONJ. Nastepnie przez okres 20 tygodni monitorowano
liczbe cigz oraz liczbe mtodych urodzonych w kazdym miocie.

Analiza liczby cigz (Ryc. 4.5 — A) oraz $redniej wielkosci miotu dla kazdej pary rodzicielskiej
(Ryc. 4.5 — B) nie wykazata istotnych réznic mi¢gdzy grupami. Z kolei szczegétowa analiza
urodzen (obejmujgca wszystkie mioty w danej grupie bez podzialu na pary rodzicielskie)
wykazala, ze liczebno$¢ pojedynczego miotu w grupie LUN x CON byla istotnie nizsza niz
w grupie CON x CON (p = 0,0118; Ryc. 4.5 — D), cho¢ dla catkowitej liczby mtodych
przypadajacej na pare¢ rodzicielskg nie wykazano roéznic (Ryc. 4.5 — E).

W analizie potencjatu rozrodczego w czasie nie stwierdzono rozbiezno$ci migdzy grupami
do 14 tygodnia trwania eksperymentu (Ryc. 4.5 — C). Po tym czasie zaobserwowano, ze
skumulowana liczba mtodych nadal sukcesywnie wzrastata dla par CONQ x CONJ', podczas
gdy dla par LUNQ x CONJ zaczela si¢ wyplaszczaé, by osiggngé plateau w 17 tygodniu.
Istotne roznice uwidocznity sie¢ wigc w koncowej fazie eksperymentu. Liczba mtodych w
miocie po ostatniej cigzy byla nizsza u samic LUN w poréwnaniu do CON (Ryc. 4.5 — F;
p = 0,0397), podobnie jak catkowita liczba mlodych urodzonych przez pare LUNSQ x CONJ
w okresie miedzy 14 a 20 tygodniem (vs. CONQ x CONJ, p = 0,0024 Ryc. 5 — G).

W kolejnym etapie oceniono, czy ograniczony potencjat rozrodczy moze utrzymywac si¢ takze
w pokoleniu F2. Ze wzglgedu na brak wyraznych réznic w masie ciala oraz dojrzewaniu
plciowym, w tym eksperymencie pomini¢to grupe LC. Samice CC oraz LL kojarzono
z samcami kontrolnymi (CC) i otrzymano pary CCQ x CCJ oraz LLY x CCJ. W kolejnym
kroku, tak jak w pokoleniu F1, monitorowano liczbg cigz oraz liczebno$¢ potomstwa w kazdym
miocie.

Nie stwierdzono istotnych roznic migdzy grupami w liczbie cigz (Ryc. 4.6 — A), ani w $redniej
liczbie mtodych w miocie przypadajacej na par¢ (Ryc. 4.6 — B). Rowniez analiza potencjatu
rozrodczego w czasie nie ujawnila jednoznacznych trendow (Ryc. 4.6 — C).

Cho¢ srednio liczba mtodych nie rdznita si¢ istotnie miedzy grupami, rozrodczos¢ samic LL
byta mniej stabilna (wigksza wariancja) podczas trwania eksperymentu, na co wskazuje rozktad
wartosci na rycinie 4.6 — D. Rowniez catkowita liczba mtodych na par¢ byta pordéwnywalna
w obu grupach (Ryc. 4.6 — E).

Podobnie jak w przypadku pokolenia F1 przesledzono potencjat rozrodczy w koncowe;j fazie
obserwacji (tygodnie 14-20) i nie stwierdzono ro6znic migdzy grupami w wielko$¢ miotu
PO ostatniej cigzy oraz W catkowitej liczbie mtodych przypadajacych na pare (Ryc. 4.6 — F, G).
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Ryc. 4.5 Wplyw niedozywienia matek w okresie laktacji na ptodnos¢ ich corek (F1). (A) Liczba ciaz, (B) $rednia
liczba mtodych na miot przypadajaca na pare, (C) skumulowana liczba mtodych w kolejnych tygodniach trwania
eksperymentu; zaznaczono moment spadku efektywnosci rozrodczej w grupie LUN (strzatka). (D) Liczba
miodych w kazdym miocie (prezentacja rozktadu wartosci), (E) catkowita liczba mtodych przypadajaca na pare,
(F) liczba mtodych w miocie po ostatniej cigzy oraz (G) catkowita liczba mtodych urodzona miedzy 14. a 20.
tygodniem obserwacji. Dane przedstawiono jako srednia = SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne réznice migdzy
grupami (panele B, E, G: test t-Studenta; panele A, D, F: test Manna—Whitneya; *p < 0,05, **p < 0,01).
Liczebnos¢ grup (n):

CONQ x CONd'n=5

LUNQ x CON&n=35
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Ryc. 4.6 Efekt niedozywienia samic F1 w okresie postnatalnym podczas okresu laktacji u matki na parametry
rozrodcze ich potomstwa (F2): (A) liczbe ciaz, (B) srednig liczbe mlodych w miocie przypadajaca na pare,
(C) skumulowang liczbe mtodych w kolejnych tygodniach trwania obserwacji, (D) liczb¢ mtodych w kazdym
miocie (prezentacja rozktadu wartosci), (E) catkowita liczb¢ mtodych przypadajacych na parg, (F) liczb¢ mtodych
W miocie po ostatniej cigzy oraz (G) caltkowita liczbe mlodych urodzonych w tygodniach 14-20.
Dane przedstawiono jako $rednia £+ SEM. Brak istotnych statystycznie r6znic migdzy grupami (panele B, F, G:
test t-Studenta; panele A, D, E: test Manna—Whitneya).

Liczebnos¢ grup (n):

CCPxCCEn=5

LL? xCC&n=5

4.1.4 Profil hormonalny

Opodznienie dojrzewania piciowego 1 zmniejszenie potencjalu rozrodczego samic sugeruja,
ze niedostatki zywieniowe na wczesnych etapach rozwoju prowadza do rozregulowania osi
HPG. Postanowiono wigc zbada¢ poziom wybranych hormonow tej osi, a takze leptyny, ktora
uwazana jest za kluczowy hormon przekazujacy do mozgu informacje o zasobach
energetycznych organizmu.

Wykazano, ze poziom leptyny u samic LUN byt obnizony zarowno w 21 dniu zycia (p < 0,0001,
Ryc. 4.7 — A), jak i w okresie okotopokwitaniowym (p = 0,0055), co odpowiada obnizone;j
masie tkanki thuszczowej u tych zwierzat.

W PND21 stwierdzono rowniez podwyzszone stezenie LH u samic LUN w porownaniu
do zwierzat kontrolnych (p = 0,0478; Ryc. 4.7 — B). Natomiast poziom androstendionu byt w tej
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grupie nizszy (p = 0,0316; Ryc. 4.7 — C). Pomimo obnizonego stezenia androstendionu, ktory
jest substratem do produkcji estrogenow, nie odnotowano réznic w poziomie E2 miedzy
grupami (Ryc. 4.7 — D).

Po osiagnigciu dojrzatosci piciowej nie wykazano istotnych roéznic miedzy grupami
W poziomach pozostatych hormonéw, poza progesteronem, ktoérego stgzenie bylo nizsze
u samic LUN (vs. CON, p = 0,0055; Ryc. 4.7 — E).

Analogiczne analizy przeprowadzono u samic pokolenia F2. Wiekszo$¢ hormonow na kazdym
Z badanych etapéw rozwoju utrzymywata si¢ na podobnym poziomie. Co istotne, w 21 dniu
zycia u samic z grupy LL zaobserwowano podwyzszone stgzenie E2 wzgledem grupy CC
(p = 0,0065; Ryc. 4.8 — D).
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Ryc. 4.7 Profil hormonalny samic pokolenia F1 na réznych etapach rozwoju. Stezenia: (A) leptyny, (B) LH,
(C) androstendionu, (D) E2 oraz (E) progesteronu. Dane przedstawiono jako $rednia + SEM. Gwiazdkami
oznaczono roéznice miedzy protokotami Zzywieniowymi w tym samym okresie zycia (test t-Studenta lub
dwuczynnikowa analiza ANOVA z testem post hoc Sidaka dla poréwnan wielokrotnych; *p < 0,05, **p < 0,01,
****p < 0,0001).

Liczebnos¢ grup (n):

Leptyna: PND21 — CON = 6, LUN = 5; Okolopokwitaniowy — CON = 6, LUN = 5; Dojrzatos¢ — CON = 5,
LUN=6

LH: PND21 — CON =7, LUN = 6, Okotopokwitaniowy — CON =5, LUN = 5; Dojrzatos¢ —CON =7, LUN =7
Androstendion: PND21 — CON =7, LUN = 8; Dojrzato$¢ — CON =4, LUN =5

E2: CON=6,LUN=4

Progesteron: PND21 — CON =9, LUN = 9; Dojrzato§¢ — CON =4, LUN = 6
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Ryc. 4.8 Profil hormonalny samic pokolenia F2 na réznych etapach rozwoju. Stgzenia: (A) leptyny, (B) LH,
(C) androstendionu, (D) E2 oraz (E) progesteronu. Dane przedstawiono jako $rednia + SEM. Gwiazdkami
oznaczono roznice mi¢dzy grupami w tym samym okresie zycia (jednoczynnikowa ANOVA lub dwuczynnikowa
analiza ANOVA z testem post hoc Dunnetta dla poréwnan wielokrotnych; **p < 0,01).

Liczebnos¢ grup (n):
Leptyna: PND21 - CC =4, LC =6, LL = 5; Dojrzatos¢ —CC=7,LC=5,LL=7

LH: PND21 - CC =6, LC =6, LL = 7; Dojrzatos¢ —CC=7,LC=5,LL=6
Androstendion: PND21 - CC =7,LC =7, LL = 8; Dojrzatos¢ —CC =5,LC=4,LL=5
E2: CON=7,LC =5, LL =7; Progesteron: PND21-CC=7,LC=6,LL=8;
Dojrzato§¢ —CC =4,LC=5LL =4
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4.15 Liczba pecherzykow jajnikowych i odpowiedZ na stymulacje hormonalng

Z uwagi na roéznice w masie 1 skladzie ciala, poziomach hormondéw oraz opodznienie
dojrzewania plciowego u potomstwa na przestrzeni pokolen (F1, F2) postanowiono
przeprowadzi¢ analiz¢ morfometryczng jajnikow.

Analiz¢ rozpoczeto od oszacowania objetosci gonad na podstawie wymiaréw skrawkow
jajnikow oraz obliczenia $redniego pola powierzchni pojedynczych skrawkow analizowanych
u danego osobnika, aby oceni¢, czy roznice w masie ciata w 21 dniu zycia znajduja
odzwierciedlenie w wielko$ci jajnikow. Wykonana analiza morfometryczna wykazala,
ze objetos¢ jajnikOw nie rdznila si¢ istotnie miedzy grupami (Ryc. 4.9 — A). Stwierdzono
natomiast istotng roznice w $rednim polu powierzchni pojedynczych skrawkow, ktore byto
wyraznie mniejsze u samic LUN niz u samic CON (p = 0,0038; Ryc. 4.9 — B).

W kolejnym kroku analizowano poszczeg6lne typy pecherzykow jajnikowych. Podczas analizy
obrazu preparatéw histologicznych liczono pegcherzyki drugorzedowe, wczesnoantralne oraz
antralne/przedowulacyjne. Z uwagi na réznice w poziomie progesteronu u dojrzatych plciowo
samic dodatkowo oceniano liczbe cialek zoltych oraz ich $rednicg. Sprawdzono réwniez
odpowiedz dorostych osobnikow na stymulacje hormonalng, ewidencjonujac liczbe
owulowanych oocytow.

Liczba pecherzykow drugorzgdowych byla obnizona jedynie u w pelni dojrzatych ptciowo
samic LUN (p = 0,0208; Ryc. 4.9 — C), natomiast spadek w liczbie pecherzykoéw
antralnych/przedowulacyjnych odnotowano na wszystkich analizowanych etapach rozwoju
(p=0,0217 dla PND21, p = 0,0018 dla okresu okotopokwitaniowego i p = 0,0103 dla okresu
dojrzatosci; Ryc. 4.9 — E). Nie stwierdzono natomiast réznic w liczbie pecherzykow
wczesnoantralnych, liczbie ciatek zottych ani w ich srednicy migdzy samicami LUN a CON
(Ryc.49-D, F, G).

Biorgc pod uwage roznice odnotowane u samic F1 w 21 dniu Zycia, dokonano rowniez oceny
wielkosci jajnikow oraz liczby pecherzykow jajnikowych w pokoleniu F2 na tym samym etapie
rozwoju. Z uwagi na brak réznic fenotypowych oraz hormonalnych w grupie LC, zostata ona
pomini¢ta w analizie morfometrycznej jajnikow. Nie wykazano réznic w rozmiarze jajnikow
miedzy samicami CC i LL (Ryc. 4.10 — A, B). Podobnie, nie odnotowano istotnych zmian
w liczbie poszczegolnych typow pecherzykow jajnikowych (Ryc. 4.10 — C, D, E).

Liczba owulowanych oocytow u samic z grup CON i LUN w odpowiedzi na stymulacje
hormonalng w obu zastosowanych protokotach superowulacji byta poréwnywalna (Ryc. 4.11 —
A, B). Ciekawg obserwacja w pokoleniu F2 byla natomiast nizsza wydajno$¢ owulacji u samic
LL przy zastosowaniu protokotu z PMSG + hCG (p = 0,0135; Ryc. 4.11 — D). Po zastosowaniu
preparatu hyperOVA + hCG, ktory zawiera dodatkowo przeciwciata przeciwko inhibinie
(znoszac jej hamujacy wptyw na wydzielanie FSH i zwigkszajac wydajnos¢ owulacji; CON
po hyperOVA vs. po PMSG: p = 0,0002, test t-Studenta), obserwowana wcze$niej roznica nie
wystepowata (Ryc. 4.11 — C).
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Ryc. 4.9 Analiza morfometryczna jajnikow samic pokolenia F1. (A) Objetos¢ jajnikow, (B) srednie pole
powierzchni analizowanych skrawkow oraz liczba pecherzykow jajnikowych: (C) drugorzedowych,
(D) weczesnoantralnych, (E) antralnych/przedowulacyjnych. Liczba ciatek zottych (F) oraz ich $rednica (G).
Dane przedstawiono jako $rednia + SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne réznice migdzy grupami (panel A:
test Manna-Whitneya; panel B: test t-Studenta; panele C-G: dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Sidaka
dla poréwnan wielokrotnych; *p < 0,05, **p < 0,01).

Liczebnos¢ grup (n):

PND21: CON =4, LUN =4

Okres okotopokw.: CON =3, LUN =3

Dojrzatosé: CON =6, LUN =6
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Ryc. 4.10 Analiza morfometryczna jajnikow samic pokolenia F2 w21 dniu zycia (PND21). (A) Obje¢tos¢ jajnikow,
(B) $rednie pole powierzchni analizowanych skrawkéw oraz liczba pecherzykow  jajnikowych:
(C) drugorzedowych, (D) wczesnoantralnych, (E) antralnych/przedowulacyjnych. Dane przedstawiono jako
srednia £ SEM. Brak r6znic miedzy grupami (panele B, C, D: test t-Studenta; panele A i E: test Manna—Whitneya).
Liczebnos¢ grup (n):

PND21:CC=4,LL=6

84



A hyperOVA + hCG B PMSG + hCG
= 100q 2 50-
2 e
fry Fry
o 80 ° O 40+
o o
5 5 °
[e]

2> 60 ° 2 30 S o
© ©
3 5
= 404 = 20
= o0 = 5
o ®e 2 o
8 207 8 101 S
8 8
<4 0 . ’ = 9 7

CON LUN CON LUN
C D
3 1004 2 501
e 2
) fry
o 8041 O 407
o o
5 §

o
g 609 oo Eso— .

o feXel

3 3
o L0 2 504
5 40 §|8 S 20 oo o
: : 0
S 20 T 10
2 § °
2 K
= o =~

CC LC LL CC LC LL

Ryc. 4.11 Wplyw niedozywienia samic podczas laktacji na liczb¢ owulowanych oocytdw po stymulacji
hormonalnej jej zenskiego potomstwa przy uzyciu (A) hyperOVA + hCG lub (B) PMSG + hCG. Analiza tych
samych parametrow zostala wykonana takze w kolejnym pokoleniu myszy (F2) po stymulacji (C) hyperOVA +
hCG lub (D) PMSG + hCG. Dane przedstawiono jako $rednia + SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne réznice
migdzy 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).

Liczebnos¢ 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 Wplyw niedoborow zywieniowych we wczesnym okresie zZycia
na transkryptom jajnika w uje¢ciu wielopokoleniowym

W celu zidentyfikowania molekularnych konsekwencji niedozywienia matki w okresie laktacji
w ukladzie rozrodczym jej potomstwa, przeprowadzono analiz¢ transkryptomu jajnikow samic
pokolenia F1 (CON n = 6; LUN n = 6), ktore pobrano w dniu odstawienia od matki (21 dzien
zycia). Do analiz wykorzystano rdwniez jajniki pochodzace od samic pokolenia F2 (CC n = 5;
LC n =4; LL n = 4), ktore pozyskano na tym samym etapie rozwoju (PND21), co materiat
z pokolenia F1.

W jajnikach samic LUN odnotowano wzrost ekspresji 619 genow i zmniejszenie ekspresji
169 genéw (-logio dla wartosci P-adjusted < 0,05 oraz log.FC > 0,58 lub log2FC < -0,58)
w poréwnaniu do grupy CON (Ryec. 4.12).

W celu biologicznej interpretacji zidentyfikowanych gendw o zréznicowanej ekspresji (DEGs,
ang. differentially expressed genes), przeprowadzono analiz¢ nadreprezentacji genow
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 ujawnita,
ze liczne DEGs (LUN vs. CON) zaangazowane sg w procesy zwigzane z metabolizmem lipidow
oraz jego regulacja (Ryc. 4.13). Z kolei wsrdd procesow, ktorych aktywno$¢ zostala ostabiona
znalazty si¢ m.in. te zwigzane z synteza i metabolizmem hormonéw steroidowych (Ryc. 4.14).
Na rycinie 4.15 przedstawiono 50 DEGs — 25 o najwyzszych oraz 25 o najnizszych warto$ciach
log2FC.

Aby wytypowac geny, ktore moglyby mie¢ najwigksze znaczenie w konteks$cie programowania
zywieniowego funkcji rozrodczych w odpowiedzi na niedobdr sktadnikéw odzywczych,
W tabeli 4.1 zestawiono kategorie procesoOw biologicznych, w ktore zaangazowane byty geny
0 najwyzszych warto$ciach |l0og2FC|, ze szczegdlnym uwzglednieniem proceséw zwigzanych
z metabolizmem 1 transportem thuszczéw. Pomimo ze zgodnie z bazg GO w niektorych
procesach uczestniczyto wigcej DEGs, tabela ograniczona zostata do maksymalnie 20 genow
o najwyzszym [logoFC| w danym procesie. Na podstawie otrzymanych danych do dalszej
walidacji przy uzyciu metody RT-qPCR wytypowano 5 genéw — Cesld (log2.FC = 3,17), Ceslf
(2,75), Cd36 (1,31), Nr1h3 (1,02) oraz Cidec (2,73). Wyniki RT-qPCR byty spojne z danymi
uzyskanymi dla RNA-seq i potwierdzity zwigkszong ekspresje wybranych genéw w jajnikach
samic LUN w poréwnaniu do CON (Cesld: p < 0,0001, Ceslf: p = 0,026, Cd36: p = 0,0057,
Nr1h3: p = 0,0123, Cidec p = 0,0065; Ryc. 4.16).

Bazujac na wynikach RNA-seq i ELISA, sugerujacych zahamowanie szlakow zwigzanych
z syntezg hormonow steroidowych, dodatkowo zdecydowano o walidacji wybranych genow
zaangazowanych w te szlaki za pomocg RT-gPCR: Cypllal (log.FC = -1,46), Cypl7al (-2,17)
oraz Hsd3b1(-0,84). Potwierdzono wynik uzyskany dla genu Hsd3bl (p < 0,001; Ryc. 4.17-
A). Dla genow Cypllal oraz Cypl7al nie wykazano zmian w ekspresji za pomoca RT-qPCR
(Ryc. 4.17 — A), za co odpowiedzialna mogta by¢ wigksza zmienno$¢ (wariancja) wewngtrz
grup CON (0,28+0,09 dla Cypllal) i LUN (0,039+0,01 dla Cypl7al).

Dodatkowo, mimo ze gen ten nie zostal wytypowany w analizie RNA-seq, zdecydowano
0 ocenie ekspresji genu Star metodg RT-qPCR. Wykazano, ze w grupie LUN byta ona obnizona
(vs. CON; p =0,024; Ryc. 4.17 — A).

Wsrod DEGs zidentyfikowano rowniez geny kodujace receptory dla hormonéw, np. E2 — Esrl
(log2FC = 0,66), a takze te kodujace podjednostki inhibin i aktywin: Inha (-0,72), Inhba (-1,97)
oraz Inhbb (-1,37). Profil ekspresji Esrl byt zgodny z wynikami RNA-seq (Esrl: p = 0,003,
Ryc. 4.17 — B). Jego ekspresja byla obnizona w grupie LUN. Natomiast sposréd genow
kodujacych inhibiny jedynie Inhba wykazal roznice w ekspresji w analizie RT-gPCR
(p <0,0001; Ryc. 4.17 - C).

Podobnie jak w przypadku genu Star, zdecydowano takze oceni¢ ekspresje genu Lhcgr
w jajnikach metodg RT-gPCR. W grupie LUN wykazano jej podwyzszenie w porownaniu
z grupg kontrolng (p = 0,0039: Ryc. 4.17 — B).

Kolejnym krokiem byta ocena zmian ekspresji gendw zwigzanych ze steroidogeneza
I dojrzewaniem pegcherzykow u dorostych samic. Na rycinie 4.18 przedstawiono tylko te geny,
dla ktéorych obserwowano rdéznice lub tendencje do roznic w ekspresji. W okresie
okotopokwitaniowym profil ekspresji Star byt podobny do tego u mtodszych samic, jednak nie
wykazano istotnos$ci statystycznej (p = 0,0899). W odréznieniu od PND21, po osiagnigciu
petnej dojrzatosci ptciowej ekspresja Hsd3b1 byta wyzsza u samic LUN (vs. CON; p = 0,013).
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Ryc. 4.12 Zmiana ekspresji genow w jajnikach samic pokolenia F1 w odpowiedzi na przej$ciowe niedozywienie
matki w okresie laktacji. Kazdy punkt na wykresie odpowiada pojedynczemu genowi. O$§ X przedstawia logarytm
ze zmiany wzglednej ekspresji genu (logoFC), natomiast o§ Y reprezentuje logarytm ze skorygowanej wartosci
istotnosci statystycznej (-logio P-adjusted). Geny o najwyzszej istotnosci statystycznej znajduja si¢ najwyzej
na wykresie, a te, ktore wykazuja najwicksze zmiany ekspresji (LUN vs. CON), sa najbardziej oddalone od zera
na osi X.
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Ryc. 4.13 Podsumowanie wynikow analizy ontologicznej (GO, ang. Gene Ontology) genow o podwyzszonej ekspresji w jajnikach samic LUN w 21 dniu zycia. Zidentyfikowano
trzy gtowne kategorie GO: procesy biologiczne (BP), komponenty komorkowe (CC) oraz funkcje molekularne (MF). Na osi X zaznaczono procentowy udzial gendéw
0 zroznicowanej ekspresji (DEGs, ang. differentially expressed genes; - 1ogio dla wartosci P-adjusted < 0,05 oraz log2FC > 0,58) przypisywanych do danego terminu GO.
Kolor punktéw odzwierciedla poziom istotnosci statycznej, z kolei ich rozmiar reprezentuje liczb¢ DEGs zaangazowanych w dany proces.
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Ryc. 4.14 Podsumowanie wynikow analizy ontologicznej (GO, ang. Gene Ontology) gendéw o obnizonej ekspresji w jajnikach samic LUN w 21 dniu zycia. Zidentyfikowano
dwie glowne kategorie GO: procesy biologiczne (BP) oraz funkcje molekularne (MF). Na osi X zaznaczono procentowy udzial genéw o zréznicowanej ekspresji
(DEGs, ang. differentially expressed genes; - logio dla warto$ci P-adjusted < 0,05 oraz log>FC < -0,58) przypisywanych do danego terminu GO. Kolor punktow odzwierciedla
poziom istotnosci statycznej, z kolei ich rozmiar reprezentuje liczbe DEGs zaangazowanych w dany proces.
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Ryc. 4.15 Mapa cieplna przedstawiajaca znormalizowany profil ekspresji (Z-score) 50 genéw o najwickszych
zmianach ekspresji w jajnikach samic LUN w pordéwnaniu do CON (25 o najwyzszych i 25 o najnizszych
wartosciach logoFC); wiersze (geny) i kolumny (osobniki) uporzadkowano metoda hierarchicznego klastrowania
aglomeracyjnego z wykorzystaniem euklidesowej miary odleglosci i metody taczenia complete. Skala barw
od zielonej do czerwonej oznacza odpowiednio obnizona i podwyzszona ekspresj¢ przedstawiona jako Z-score
(warto$¢ obliczona jako odchylenie od $redniej i podzielona przez odchylenie standardowe ekspresji danego genu
wsrod wszystkich osobnikow).
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Tabela 4.32 Kategorie procesow biologicznych, do ktorych na podstawie terminéw Gene Ontology
(GO) przypisano geny o zroznicowanej ekspresji w jajnikach samic LUN, ze szczegdlnym
uwzglednieniem procesow zwigzanych z metabolizmem i transportem lipidow. W kazdej kategorii
uwzgledniono maksymalnie 20 gendéw o najwyzszych wartosciach |log.FC|. Kategorie uporzadkowano

wedtug liczby przypisanych genow.

. Liczba _
Kategoria 1D ey Symbole wybranych genéw
Pck1, Cesld, Ceslf, Sppl, Avprla, Slpi,
S G0:0033993 69 Adipog, Fmo1l, Fgf10, Acp5, Pappa, Penk,
Odpowiedz na lipidy Akricld, Ptgds, Cd36, Adhi, Sultlal,
Acsli, lldr1, Vdr
Cesld, Ceslf, Cidec, Sppl, Fabp4, Igfbp3,
S, G0:0010876 41 Rbp7, Pla2g4f, Adipog, Gpihbpl, Pnpla2,
Lokalizacja lipidow Cd36, Apocl, Acsl1, Abca8a, Nr1h3, Lpl,
Agtrla, Retn, C3
Cesld, Ceslf, Spp1, Igfbp3, Adipoqg,
Regulacja lokalizacji G0:1905952 24 Pnpla2, Cd36, Apocl, Acsll, Abca8a,
lipidow Nr1lh3, Lpl, Agtrla, Retn, C3, Apoe,
Ecrg4, Abcb4, Pparg, Apoad
Cesld, Ceslf, Fabp4, Hnf4a, Gpihbp1l,
L G0:0055088 19 Pnpla2, Negrl, Nr1h3, Lpl, Apoe, Adoral,
Homeostaza lipidow Abch4, Angptld, Apoad, Ren3, Fabps,
Gramd1b, Lipg, Ldlr
Cesld, Ceslf, Sppl, Adipog, Cd36, Acsl1,
Dodatnia regulacja GO0:1905954 19 Abca8a, Nr1h3, Lpl, Retn, C3, Apoe,
lokalizacji lipidow Ecrg4, Abcb4, Pparg, Abca7, Fabp3, Lipg,
Lrat
Dodatnia requlacia Cesld, Ceslf, Sppl, Adipoq , Acsl1,
¢ ¢ 19 . d’J GO:0032370 16 Abca8a, Nr1h3, Retn, Apoe, Ecrg4, Abcb4,
ransportu ipicow Pparg, Abca7, Fabp3, Lipg, Lrat
. Cesld, Ceslf, Cidec, Acvrlc, Pnpla2,
Magazynowanie lipidéw |CO:0019915) 13 | Negr1, Cd36, Nrih3, Lpl, C3, Apoe,
Pparg, Lrat
Ujemna regulacja G0:1905953 8 Cesld, Ceslf, Igfbp3, Pnpla2, Apocl,
lokalizacji lipidow Nr1h3, Apoe, Pparg
Regulacja magazynowania | GO:0010883 8 Cesld, Ceslf, Pnpla2, Cd36, Nr1h3, Lpl,
lipidow C3, Pparg
Eksport lipidow z komérki G0:0140353 6 Sppl, 1gfbp3, Agtrla, Retn, Ecrg4, Inhba
Ujemna regulacja _
magazynowania lipidéw G0:0010888 5 Cesld, Ceslf, Pnpla2, Nr1h3, Pparg
Regulacja rozmieszczenia | G0:0097035| 5 | Atn10b, Kennd, Abchd, Xkrd, Abca?
lipidéw w blonie

91




komorkowej

magazynowania lipidow

Cd36, Lpl, C3

Ujemna regulacja G0:0032369 4 Igfbp3, Apocl, Nr1h3, Apoe
transportu lipidow ’ ’ ’
Trawienie lipidow ~ |C0:0044241) 3 Cd36, Apoad, LdIr
Dodatnia regulacja G0:0010884 3

*maksymalnie 20 gendéw o najwyzszym [logoFC| w danym procesie.
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Ryc. 4.16 Ekspresja wybranych genéw zwigzanych z metabolizmem lipidow w jajnikach samic pokolenia F1.
Przedstawiono wzgledna ekspresje genéow Cesld, Ceslf, Cd36, Nrlh3 oraz Cidec w jajnikach pochodzacych
z 21 dnia zycia (PND21). Wyniki zostaty znormalizowane wzglgdem $redniej geometrycznej wzglednej ekspresji
genow referencyjnych Hprt oraz Ppib i przedstawione jako $rednia + SEM w jednostkach umownych (AU — ang.
arbitrary units). Gwiazdkami oznaczono istotne roznice mi¢dzy grupami (test t-Studenta; *p < 0,05, **p < 0,01,

****p < 0,0001).
Liczebno$¢ grup (n):
CON=6,LUN=6
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Ryc. 4.17 Ekspresja wybranych genéw zwigzanych z (A) produkcja hormonow steroidowych, (B) odpowiedzia
na hormony osi HPG oraz (C) dojrzewaniem pecherzykéw jajnikowych w jajnikach samic pokolenia F1.
Przedstawiono wzgledng ekspresje genow Star, Cypllal, Cypl7al, Hsd3bl, Esrl, Lhegr, Inha, Inhba oraz Inhbb
w jajnikach pochodzacych z 21 dnia zycia. Wyniki zostaly znormalizowane wzgl¢dem $redniej geometryczne;j
wzglednej ekspresji genow referencyjnych Hprt oraz Ppib i przedstawione jako $rednia £ SEM w jednostkach
umownych (AU — ang. arbitrary units). Gwiazdkami oznaczono istotne réznice mi¢dzy grupami (test t-Studenta
lub Manna-Whitneya w zaleznosci od normalnosci rozktadu; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
****p < 0,0001).

Liczebnos$¢ grup (n):

Star, Cypllal, Inhbb: CON =7, LUN =5

Pozostate geny: CON =10, LUN =9
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Ryc. 4.18 Ekspresja wybranych genéw zwigzanych z produkcja hormondw steroidowych w jajnikach dorostych
samic pokolenia F1. Przedstawiono wzgledng ekspresj¢ genow Star oraz Hsd3b1 w okresie okotopokwitaniowym
i po osiagnieciu dojrzatosci piciowej. Wyniki zostaly znormalizowane wzgledem S$redniej geometrycznej
wzglednej ekspresji genéw referencyjnych Hprt oraz Ppib i przedstawione jako $rednia + SEM w jednostkach
umownych (AU — ang. arbitrary units). Gwiazdkami oznaczono istotne rdznice mi¢dzy grupami (dwuczynnikowa
ANOVA 7z testem post hoc Sidaka; *p < 0,05).

Liczebnos¢ grup (n):

Okres okotopokw.: CON =7, LUN =5

Dojrzato$é: CON =8, LUN = 8

Nastepnie przeprowadzono analizg¢ poréwnawcza gendw o zroznicowanej ekspresji w pokoleniu F2.
Liczba DEGs migdzy grupg LL a CC wynosita 336, natomiast miedzy grupg LC a CC — 244, Dalsza
analiza zostata ukierunkowana przede wszystkim na te geny, ktorych ekspresja byta istotnie zmieniona
juz w pokoleniu F1, tak by wyodrebniony zbior umozliwit wskazanie genow, ktore mogtyby petnié role
molekularnych znacznikéw pamigci srodowiskowej. W poréwnaniu LL vs. CC zidentyfikowano 75
DEGs wspolnych z pokoleniem F1, natomiast w poréwnaniu LC vs. CC byto ich 7 (Ryc. 4.19).

W grupie LL szczegblng uwage zwrdécono na geny zwigzane z metabolizmem lipidow: Cesld
(log.FC =0,81) oraz Ceslf (log.FC = 2,34; Ryc. 4.20 — A). Ich ekspresje zweryfikowano za pomocg
metody RT-qPCR. Wykazano podwyzszona ekspresj¢ genu Cesld w jajnikach samic LL w poréwnaniu
do grupy CC (p = 0,0144; Ryc. 4.20 — C). W przypadku Ceslf zaobserwowano podobng tendencje,
jednak roznica nie osiggneta poziomu istotnosci statystycznej (p = 0,0556; Ryc. 4.20 — C). Interesujace,
ze dla genu Cypl7al zaobserwowano odwrotny profil ekspresji w poréwnaniu do wynikow RNA-seq
uzyskanych w pokoleniu F1 (LL vs. CC: log.FC = 0,697). Analiza RT-qPCR potwierdzita zwigkszona
ekspresje tego genu w jajnikach samic LL (vs. CC; p =0,0373; Ryc. 4.20 — C).

Wsréd DEGs miedzy grupa LC a grupa CC, ktore jednoczesnie wykazywaly spdjnos¢ z profilem
ekspresji obserwowanym w pokoleniu F1, znalazt si¢ m.in. gen Pnpla2, kodujacy kluczowy enzym
uczestniczacy w rozkladzie trojglicerydow (Ryc. 4.20 — B). Ekspresja Pnpla2 byta podwyzszona
zar6wno u samic LUN (vs. CON, log2FC = 1,38; p < 0,0001), jak i samic LC (vs. CC, log.FC = 0,73;
p <0,0001).
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Genem wspolnym dla trzech poréwnan okazal si¢ Hmcn2, kodujacy biatko hemicentyng-2
odpowiedzialng za adhezje komorek (Ryc. 4.20). Ekspresja tego genu ulegta zwiekszeniu w grupie LUN
(vs. CON, log-FC =1,00; p < 0,0001), a takze LC (vs. CC, log.FC = 0,61; p = 0,000106) i LL (vs. CC,
log.FC = 1,03; p < 0,0001).

F1 F2
LUN vs. CON 74 LLvs. CC
707 (5.8%) 243

(55.8%) (19.2%)

6
(0.5%)

18
(1.4%)

219
(17.3%)

LC vs. CC
F2

Ryc. 4.19 Diagram Venna ilustrujacy liczbg genow o zmienionej ekspresji (DEGs, ang. differentially expressed
genes) w jajnikach samic pokolenia F1 (poréwnanie LUN vs. CON) oraz F2 — w poréwnaniach LL vs. CC oraz

LC vs. CC. Czgsci wspolne wskazuja geny, ktorych ekspresja byta zmieniona w dwoch lub trzech analizowanych
grupach.
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Ryc. 4.20 Profil ekspresji genow zachowany w pokoleniu F2. Mapy cieplne przedstawiajg poréwnanie zmian
ekspresji (log2FC) wspolnych 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) uporzadkowano metoda hierarchicznego klastrowania
aglomeracyjnego z wykorzystaniem euklidesowej miary odlegtosci i metody taczenia complete, a skala barw od
zielonej do czerwonej oznacza odpowiednio spadek (ujemne log:FC) i wzrost (dodatnie log.FC) ekspresji.
(C) Walidacja ekspresji wybranych genow (Cesld, Ceslf, Cypl7al) metodg RT-qPCR w jajnikach samic CCi LL.
Wyniki zostaly znormalizowane wzgledem $redniej geometrycznej wzglednej ekspresji genow referencyjnych
Hprt oraz Ppib i przedstawione jako $rednia + SEM w jednostkach umownych (AU — ang. arbitrary units).
Gwiazdkami oznaczono istotne réznice miedzy grupami (test t-Studenta; *p < 0,05).

Liczebnos¢ grup (n):
Cesld:CC=8,LL =8
Ceslf: CC=7,LL=6
Cypl7al:CC=7,LL=38
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W kolejnym etapie oceniono, czy stres zywieniowy we wczesnym okresie zycia moze modulowac
ekspresje gendéw kodujacych metylotransferazy DNA (Dnmtl, Dnmt3a, Dnmt3b) i potencjalnie
wplywaé na dziedziczenie epigenetyczne zmian w ekspresji gendw zaangazowanych W rozwdj oraz
funkcjonowanie osi HPG. Wykazano, ze niedozywienie matki podczas laktacji wywotuje przejsciowe
zwigkszenie ekspresji gendw kodujacych analizowane metylotransferazy DNA w jajnikach samic F1
w PND21 (Dnmtl: p = 0,0083, Dnmt3a: p = 0,0508, Dnmt3b: p < 0,0001; Ryc. 4.21 — A), ktore nie byto
juz zauwazalne w okresie okotopokwitaniowym oraz po osiggnieciu pelnej dojrzatosci plciowej
(Ryc. 4.21 — B). Natomiast w pokoleniu F2 obserwowano jedynie obnizong ekspresje Dnmt3a u samic
LL wPND21 (vs. CC; p =0,0044; Ryc. 4.21 - C).

Dnmtl Dnmt3a Dnmt3b
159 Kk 1.0 0.0508 0.087
- *kokk
=) =) =)
3; 3 08 < 0.06-
S 1.0 P) >
5 S 06 §)
o (=2} .
s s © 0.04
g 2 0.4 4
g 0.5 g o
@ @ £ 0.02
& 02 w
0.0+ 0.0 0.00-
CON LUN CON LUN CON LUN
B
Dnmtl Dnmt3a Dnmt3b
0.3 0.4+ 0.031
o
=) ° =) o o =) Ogo¢ % ©go0 080
= < 03] °£° o < S S
2027 o 000 2 X o 3 0021 ®
5] 0goo 5} 0]
[=2] (=2} [=2}
8 o @ 027 o
0 o (%) %)
Q (o} [}
5 0.11 s S 0.014
2 2 0. 2
w w w
0.0 T T 0.0 T T 0.00 T T
Okotopokw. Dojrzatosé Okotopokw. Dojrzatosé Okotopokw. Dojrzatosé
C
Dnmtl Dnmt3a Dnmt3b
0.6 0.4 ok 0.08
° o 8
=) 0o ° =) ogo 3 =) %o °
< S io < 0.3 = o <,0.06 g
5 0.4 S 2 5
c o c o c
g 5 g °
pt s 0.29  0.044
3 2 2
IS I o
502 a o
2 2 0.1 20,021
] w w
0.0- 0.0+ 0.00-
CC LC LL CC LC LL CC LC LL

Ryc. 4.21 Ekspresja gendow kodujacych metylotransferazy DNA (Dnmtl, Dnmt3a, Dnmt3b) w jajnikach samic
pokolenia F1 i F2. Ekspresja metylotransferaz DNA w jajnikach samic pokolenia: F1 w (A) PND21 oraz (B)
okresie okotopokwitaniowym i dojrzatosci ptciowej oraz (C) F2 w PND21. Wyniki zostaly znormalizowane
wzgledem $redniej geometrycznej wzglednej ekspresji genéw referencyjnych Hprt oraz Ppib i przedstawione jako
$rednia + SEM w jednostkach umownych (AU — ang. arbitrary units). Gwiazdkami oznaczono istotne roéznice
miedzy grupami (panel A: test t-Studenta; panel B: dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Sidaka dla
porownan wielokrotnych; panel C: jednoczynnikowa ANOVA z testem post hoc Dunnetta dla porownan
wielokrotnych; **p < 0,01, *** p < 0,001, ****p < 0,0001).

Liczebnos¢ grup (n):

F1 PND21: CON =6, LUN =6

F1 Okres okotopokw.: CON =7, LUN =5

F1 Dojrzatos¢: CON =7, LUN =8

F2 PND21:CC=7,LC=6,LL=5
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4.3 Profil metaboliczny oocytow samic pokolenia F1 i F2

Nastepny etap badan dotyczyt wptywu stresu zywieniowego do$wiadczonego na wczesnym
etapie zycia na status metaboliczny komorek jajowych samic na przestrzeni pokolen (F1, F2),
ze szczegOlnym uwzglednieniem funkcji mitochondridow, stresu oksydacyjnego, rownowagi
redoks oraz magazynowania lipidow.

4.3.1 Potencjal blon mitochondrialnych i liczba kopii mtDNA — pokolenie F1

W pierwszym kroku oceniono, czy restrykcyjna dieta matki podczas laktacji wplywa
na potencjal bton mitochondrialnych oraz liczb¢ mitochondriow w komorkach jajowych
je] potomstwa. Wykazano, ze mitochondria oocytow LUN maja zwigkszony potencjal btony
(vs. CON, p < 0,0001 Ryc. 4.22 — B). Ze wzgledu na fakt, ze barwienie barwnikiem JC-1
dostarcza ogdlnej informacji na temat polaryzacji bton mitochondrialnych, postanowiono
sprawdzi¢, czy obserwowana réznica mig¢dzy oocytami LUN i CON moze by¢ wynikiem
zwigkszonej liczby mitochondriow w komorce jajowej. W tym celu oznaczono liczbe kopii
mtDNA w pojedynczym oocycie i nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy grupami
(Ryc. 4.22 — C). Zbadano takze, czy zwigkszony potencjal mitochondrialny przektada si¢
na zwigkszong produkcje ATP. Rowniez w tym przypadku warto$ci nie r6znity si¢ w sposob
istotny statystycznie. (Ryc. 4.22 — D).
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Ryc. 4.22 Ocena funkcji i liczby mitochondriow w  oocytach samic pokolenia F1.
(A) Przyktadowe barwienia barwnikiem JC-1 oocytow CON i LUN; objektyw 20X, skala 200 um. (B) Stosunek
fluorescencji czerwonej do zielonej JC-1, odzwierciedlajacy stopien polaryzacji btony mitochondrialnej oocytéw
CON i LUN. (C) Liczba kopii mitochondrialnego DNA w pojedynczych oocytach CON i LUN. (D) Catkowity
wzgledny poziom ATP w oocytach CON i LUN. Dane przedstawiono jako mediane (IQR: 25.-75. percentyl)
lub érednig + SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne rdznice miedzy grupami (panel C: test t-Studenta;
panele B i D: test Manna—Whitneya; ****p < 0,0001).

Liczba analizowanych oocytow w danej grupie (n):

JC-1: CON = 44; LUN =33

Liczebnos¢ grup (n):

mtDNA: CON =15; LUN =10

ATP: CON=3; LUN=4
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4.3.2 Stres oksydacyjny — pokolenie F1

Wyniki dotyczace polaryzacji blon mitochondrialnych sugerowaty, ze mitochondria oocytow
LUN moga funkcjonowaé w stanie nadmiernej aktywnos$ci, co moze prowadzi¢ do zwigkszonej
produkcji ROS. Dlatego zastosowano sond¢ CellROX™ Orange, przeznaczong do wykrywania
stresu oksydacyjnego w zywych komorkach i wykazano, ze wzglgdny poziom ROS
byl porownywalny w grupach LUN i CON (Ryec. 4.23).
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Ryc. 4.23 Poziom ROS w oocytach samic pokolenia F1. (A) Przyktadowe barwienia oocytow CON i LUN sonda
CellROX Orange; objektyw 20x, skala 200 um. (B) Poziom ROS w komorkach jajowych CON i LUN.
Dane przedstawiono jako mediang (IQR: 25.—75. percentyl). Brak istotnych statystycznie r6znic migdzy grupami
(test Manna—Whitneya).

Liczba analizowanych oocytow w danej grupie (n):

CON =44; LUN =45
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4.3.3 Rownowaga redox — pokolenie F1

Z uwagi na wczesniejsze obserwacje sugerujace zwigkszony potencjat blony mitochondrialne;j
w oocytach LUN, postanowiono oceni¢ aktywno$¢ metaboliczng oocytow badajac status redoks
komorek jajowych na podstawie autofluorescencji NAD(P)H i FAD (Ryc. 4.24). Zar6wno
NAD(P)H, jak i FAD wytwarzane sa w cyklu Krebsa, a nastgpnie utleniane w szlaku
mitochondrialnej fosforylacji oksydacyjnej, dostarczajgc elektrony do tancucha transportu
elektronow. Cho¢ poziomy autofluorescencjii NAD(P)H (Ryc. 4.24 — B) oraz FAD
(Ryc. 4.24 — C) w oocytach LUN nie roznity sie istotnie od wartosci w grupie CON, to optyczny
wskaznik redoks (ORR) byt juz wyraznie wyzszy w grupie LUN (p = 0,0152; Ryc. 4.24 — D).

Pirogronian jest kluczowym metabolitem dostarczanym oocytom gldwnie przez komorki
otaczajgce 1 stanowi podstawowe zrodto acetylokoenzymu A w cyklu Krebsa. Dlatego
w kolejnym kroku oceniono zdolnosci oocytow do wykorzystania pirogronianu stosujac analize
zmian wskaznika ORR w odpowiedzi na r6zne stezenia tego substratu energetycznego. Oocyty
CON zareagowaly stopniowym zwigkszeniem ORR wraz ze wzrostem stezenia 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 najnizszym st¢zeniu (0,8 mM), w przeciwienstwie
do wyzszych stgzen (vs. medium bez dodatkow: 4 mM i 10 mM p < 0,0001). Dla najnizszego
stezenia pirogonianu warto$¢ ORR pozostawata nizsza w grupie LUN niz w grupie CON
(p = 0,0328; Ryc. 4.24 — E). Natomiast przy najwyzszym stgzeniu pirogronianu (10 mM)
wartosci ORR w grupie LUN przewyzszaty te obserwowane w grupie kontrolnej (p = 0,0088;
Ryc. 4.24 —E).
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Ryc. 4.24 Autofluorescencja NAD(P)H i FAD oraz wskaznik potencjatu redox w oocytach samic pokolenia F1.
(A) Reprezentatywne obrazy autofluorescencji NADPH oraz FAD w oocytach CON i LUN; objektyw 40x, skala
50 um. (B-C) Srednia intensywnos¢ autofluorescencji NADPH i FAD oocytéw CON i LUN. (D) Wskaznik redox
(ORR, ang. optical redox ratio), obliczony na podstawie autofluorescencji NADPH i FAD w oocytach CON
i LUN. (E) Wptyw roznych stezen pirogronianu na wartoé¢ ORR w oocytach CON i LUN. Dane przedstawiono
jako mediane (IQR: 25.—75. percentyl). Gwiazdkami oznaczono istotne réznice migdzy grupami (panele B-D: test
Manna-Whitneya; panel E: dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Sidaka dla poréwnan wielokrotnych;
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). Panel E: identyczne litery oznaczajg brak istotnych statystycznie réznic
miedzy dawkami pirogronianu w obrebie danej grupy (CON, LUN), natomiast rézne litery wskazuja na istotne
roznice statystyczne (p < 0,01).

Liczba analizowanych oocytow 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 — pokolenie F1

Wyniki analizy RNA-seq, wskazujagce na zwigkszong ekspresj¢ gendw zwigzanych
Z metabolizmem lipidow w potaczeniu z wezesniejszymi obserwacjami sugerujagcymi zmiany
w metabolizmie oocytow, sugerowaly konieczno$¢ przeprowadzenia oceny liczby oraz
morfologii kropli lipidowych w komorkach jajowych. W tym celu zastosowano barwnik
BODIPY™ 493/503, ktory wigze si¢ z lipidami obojetnymi i umozliwia wizualizacj¢ kropli
lipidowych (Ryc. 4.25).

W pierwszym kroku oceniono catkowitg fluorescencj¢ barwnika BODIPY™ 493/503
w komorkach jajowych. Stwierdzono, ze byla ona wyzsza w oocytach LUN (vs. CON,
p = 0,0072; Ryc. 4.25 — B), co wskazuje na zwigkszong zawartos¢ lipidow obojetnych.
Nastepnie przeprowadzono szczegdtowa analiz¢ morfologii pojedynczych kropli lipidowych.
Pomimo braku réznic w lgcznej powierzchni zajgtej przez krople lipidowe (Ryc. 4.25 — C),
zaobserwowano wigkszg catkowita liczbe kropli lipidowych w oocytach LUN (p = 0,0003;
Ryc. 4.25 — D), przy jednoczesnym zmniejszeniu $redniej powierzchni pojedynczych kropli
w poréwnaniu do grupy CON (p = 0,004; Ryc. 4.25 — E).

W nastepnym kroku dokonano klasyfikacji kropli do czterech kategorii. Na podstawie rozktadu
zmiennej X w grupie CON wyznaczono wartosci kwartylowe (Q), a nastgpnie rozmiary kropli
przyporzadkowano do czterech przedziatow (Q1-Q4). Zastosowanie tego podzialu ujawnito,
ze w oocytach LUN cze$ciej wystepowaty drobne krople lipidowe (vs CON; Q1: p = 0,0304,
Q2: p =0,0295; Ryc. 4.25 - G).
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Ryc. 4.25 Krople lipidowe w oocytach samic pokolenia F1. (A) Przykladowe zdjgcia oocytow CON i LUN
wybarwionych BODIPY 493/503; objektyw 20x, skala 200 pm lub 50 pm. (B) Wzgledna intensywno$¢
fluorescencji BODIPY 493/503 w oocytach CON i LUN. (F) Przyktadowy obraz analizy powierzchni kropli
lipidowych w pojedynczym oocycie (CON lub LUN). Wyniki analizy iloSciowej: (C) calkowita powierzchnia
kropli lipidowych, (D) catkowita liczba kropli lipidowych, (E) $rednia powierzchnia pojedynczych kropli,
(G) liczba kropli lipidowych o réznych rozmiarach w oocytach CON i LUN. Rozmiary kropli podzielono
na kwartyle (Q1-Q4) zgodnie z rozktadem zmiennej X w grupie CON. Dane przedstawiono jako mediane
(IQR: 25.-75. percentyl) lub $rednia + SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne roznice migdzy grupami
(panel C: test t-Studenta, panele B, D, E: test Manna—Whitneya, panel G: dwuczynnikowa ANOVA z testem
post hoc Sidaka dla poréwnan wielokrotnych; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).

Liczba analizowanych oocytow w danej grupie (n):

Fluorescencja BODIPY: CON = 47; LUN =54

Pozostate analizy: CON = 36; LUN = 54
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4.3.5 Potencjal blon mitochondrialnych i liczba kopii mtDNA — pokolenie F2

Analizy przeprowadzone na oocytach pokolenia F2 wykazaty, ze jedynie komorki jajowe
potomstwa, ktdrego oboje rodzicow doswiadczylo niedozywienia we wczesnym okresie zycia
(grupa LL), charakteryzowaty si¢ zwigkszong aktywnoscig btony mitochondrialnej (p=0,0131;
Ryc. 4.26 — B). Co istotne, podobnie jak w przypadku samic z pokolenia F1, efekt ten nie byt
skorelowany ze zmiang liczby kopii mtDNA, ani wzglednym poziomem ATP
(Ryc. 4.26 —C i D).

4.3.6 Stres oksydacyjny — pokolenie F2

Pomimo, ze w pokoleniu F1 nie wykazano r6znic mi¢dzy oocytami LUN i CON, w pokoleniu
F2 poziom ROS w oocytach pochodzacych od samic LL byt obnizony (vs. CC, p = 0,0002;
Ryc. 4.27 — B).

4.3.7 Rownowaga redox — pokolenie F2

W celu dalszego zbadania statusu redoks w oocytach pokolenia F2 przeprowadzono pomiar
autofluorescencji NAD(P)H oraz FAD. Poziomy obu nukleotydow byty obnizone (vs. CC,
p <0,0001; Ryc. 4.28 — A i B), a ORR podwyzszony w oocytach samic LL (vs. CC, p =0,0491;
Ryc. 4.28 — C). Natomiast w obecnosci pirogronianu — oocyty LL wykazywaty tylko niewielki
wzrost ORR przy stezeniu 4 mM (vs. medium bez dodatkow, p = 0,03; Ryc. 4.28 — D). ORR
w tej grupie nie rdznit si¢ tez znaczaco od grupy CC dla zadnej z zastosowanych dawek
pirogronianu. DIla poréwnania, w oocytach LC obserwowano podwyzszony ORR dla dawek
4110 mM (vs. medium bez dodatkéw, p = 0,005 i p < 0,0001, odpowiednio), a przy dawce
4 mM ORR byt podwyzszony w poréwnaniu do oocytow z grupy CC (p = 0,02).

4.3.8 Krople lipidowe — pokolenie F2

Podobnie jak u samic LUN z pokolenia F1, réwniez w pokoleniu F2 stwierdzono zwigkszong
zawartos$¢ lipidow obojetnych w oocytach samic LC oraz LL w poréwnaniu do grupy CC
(p < 0,0001; Ryc. 4.29 — B). Cho¢ catkowita $rednia powierzchnia i liczba kropli lipidowych
utrzymywala si¢ na wyzszym poziomie w oocytach samic LL, nie osiggni¢to poziomu
istotnosci statystycznej (p=0.0771 10,0881 kolejno; Ryc. 4.29 — C i D). Nie wykryto tez rdéznic
w $redniej wielkosci kropli lipidowych pomiedzy grupami (Ryc. 4.29 — E). Natomiast analiza
rozktadu wielkosci kropli ujawnita, ze oocyty samic LL zawieraly zwigkszony odsetek
drobnych kropli lipidowych w porownaniu do grupy CC (Q2: p = 0,0404; Ryc. 4.29 — F).
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Ryc. 426 Ocena funkcji i liczby mitochondriow w  oocytach samic  pokolenia  F2.

(A) Przyktadowe barwienia barwnikiem JC-1 oocytow CCi LL; objektyw 20x, skala 200 um. (B) Stosunek
fluorescencji czerwonej do zielonej JC-1, odzwierciedlajacy stopien polaryzacji btony mitochondrialnej oocytow
CC, LC 1 LL. (C) Liczba kopii mitochondrialnego DNA w pojedynczych oocytach CC, LC i LL. (D) Catkowity
wzgledny poziom ATP w oocytach CC, LC i LL. Dane przedstawiono jako mediane (IQR: 25.—75. percentyl) lub
$rednig = SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne r6znice mi¢dzy grupami (test Kruskala—Wallisa z testem post hoc
Dunna; *p < 0,05).

Liczba analizowanych oocytow w danej grupie (n):

JC-1: CC=51; LC=35;LL=35

Liczebno$¢ 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 um. (A) Przyktadowe barwienia
oocytow CC, LC oraz LL sondg CellROX Orange. (B) Poziom ROS w komorkach jajowych CC, LC oraz LL.
Dane przedstawiono jako mediane (IQR: 25.-75. percentyl). Gwiazdkami oznaczono istotne réznice migdzy
grupami (test Kruskala—Wallisa z testem post hoc Dunna; ***p < 0,001).

Liczba analizowanych oocytow w danej grupie (n):

CC=35;LC=34;LL=30
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Ryc. 4.28 Autofluorescencja NAD(P)H i FAD oraz wskaznik potencjatu redox w oocytach samic pokolenia F2.
(A-B) Srednia intensywnos¢ autofluorescencji NADPH i FAD oocytéw CC, LC i LL. (C) Wskaznik redox (ORR,
ang. optical redox ratio), obliczony na podstawie autofluorescencji NAD(P)H i FAD w oocytach CC, LC i LL.
(D) Wplyw roznych stezen pirogronianu na warto§¢ ORR w oocytach CC, LC i LL. Dane przedstawiono jako
mediang (IQR: 25.-75. percentyl). Gwiazdkami oznaczono istotne réznice miedzy grupami (panele A-C:
test Manna-Whitneya; panel E: dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Sidaka dla poréwnan wielokrotnych;
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). Panel E: identyczne litery oznaczajg brak istotnych statystycznie r6znic
miedzy dawkami pirogronianu w obrebie danej grupy (CC, LC, LL), natomiast rézne litery wskazuja na istotne
roznice statystyczne (p < 0,05).

Liczba analizowanych oocytow w danej grupie (n):

NAD(P)H; FAD++; ORR: CC =83; LC =65; LL =69

Medium: CC = 23; LC=18; LL =13

0,8mM: CC=22;LC=18;LL=19

4mM:CC=17;LC=9;LL=20

10mM: CC=15;LC=19;LL=10
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Ryc. 4.29 Krople lipidowe w oocytach samic pokolenia F2. (A) Przyktadowe zdjecia oocytow CC, LC oraz LL
wybarwionych BODIPY 493/503; objektyw 20x, skala 200 um. (B) Wzgledna intensywno$¢ fluorescencji
BODIPY 493/503 w oocytach CC, LC i LL. (C-E) Wyniki analizy ilo$ciowej: (C) catkowita powierzchnia kropli
lipidowych, (D) catkowita liczba kropli lipidowych, (E) S$rednia powierzchnia pojedynczych kropli,
(G) liczba kropli lipidowych o réznych rozmiarach w oocytach CC, LC i LL. Rozmiary kropli podzielono na
kwartyle (Q1-Q4) zgodnie z rozkltadem zmiennej X w grupie CC. Dane przedstawiono jako mediane
(IQR: 25.-75. percentyl) lub $rednia + SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne roznice migdzy grupami
(panele B-E: jednoczynnikowa ANOVA z testem post hoc Dunnetta; panel F: dwuczynnikowa ANOVA z testem
post hoc Sidaka dla poréwnan wielokrotnych; *p < 0,05, ****p < 0,0001).

Liczebnos¢ grup (n):

CC=48;LC=32;LL=40
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4.4  Skutki niedozywienia matki w czasie laktacji — zmiany na poziomie
podwzgorza

Z uwagi na obserwowane w badanym modelu niedozywienia opoOznienie dojrzewania
plciowego u samic, dalsza czg$¢ pracy koncentruje si¢ na analizie zmian na poziomie
podwzgorza, stanowigc kontynuacje pracy Kaczmarek i in. (2016).

4.4.1 Przestrzenny wzor ekspresji genow w podwzgorzu — hybrydyzacja in situ

W pierwszym etapie oceniono przestrzenng lokalizacj¢ transkryptow Kissl oraz Esrl
w AVPV/PeN (bregma ~ +0,26 mm do -0,22 mm) oraz ARC (~ -1,46 mm do -2,46 mm)
w 21 dniu zycia za pomocg hybrydyzacji in situ.

Nie stwierdzono rézni¢ w liczbie komorek Kissl+ i Esrl+ w obrgbie AVPV/PeN i ARC
pomiedzy grupami (Ryc. 4.30 — C, E; Ryc. 4.31 — C, E). Wykazano natomiast, ze o ile w ARC
liczba transkryptow Kiss1 przypadajaca na jedng komorke Kiss+ utrzymywata si¢ na podobnym
poziomie u samic CON i LUN (Ryc. 4.31 — D), to w obrgbie AVPV/PeN byta obnizona u samic
LUN (vs. CON; p = 0,0268; Ryc. 4.30 — D). Liczba transkryptow Esrl przypadajaca na jedng
komorke Esrl+ w obu badanych obszarach podwzgorza nie zmienita si¢ (Ryc. 4.30 — F;
Ryc. 4.31-F).

W analizie wspotekspresji Kissl oraz Esrl w AVPV/PeN wykazano obnizony odsetek komorek
Kissl+ wykazujacych ekspresje Esrl (p = 0,0286; Ryc. 4.30 — H), podczas gdy w ARC nie
odnotowano réznic (Ryc. 4.31 — H).

Ze wzgledu na heterogenng budowe ARC oraz zréznicowany rozktad komoérek Kissl+ oraz
Esrl+ w jego obrebie, obszar ten podzielono na trzy podregiony: rARC (ang. rostral ARC),
MARC (middle ARC) oraz cARC (caudal ARC). Réwniez przy takim podej$ciu analitycznym,
nie wykryto istotnych roznic w ekspresji badanych gendw miedzy grupami (Ryc. 4.32 — B-E).
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Ryc. 4.30 Przestrzenna ekspresja Kiss1 oraz Esrl 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) ilustrujgcy
obszar wybrany do analizy. (B) Przyktadowe obrazy mikroskopowe fragmentu AVPV z lokalizacjg badanych
transkryptow; objektyw 40x, skala 100 um. Ekspresja Kissl: (C) liczba komorek Kissl+, (D) liczba transkryptow
Kiss1 na komorke. Ekspresja Esrl: (E) liczba komorek dodatnich Esrl+, (F) liczba transkryptow Esrl na komorke.
Kolokalizacja Kiss1 oraz Esrl: (G) liczba komorek Kiss1+/Esrl+, (H) odsetek komorek Kissl+ ze wspotekspresja
Esrl. Dane przedstawiono jako $rednia + SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne réznice miedzy grupami
(panele C-G: test t-Studenta; panel H: test Manna-Whitneya; *p < 0,05).

Liczebnos¢ grup (n):
CON=4;LUN=4
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Ryc. 4.31 Przestrzenna ekspresja Kiss1 oraz Esrl w ARC 21-dniowych samic pokolenia F1. (A) Schemat z atlasu
Paxinosa i Franklina (Paxinos i Franklin, The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates, 2012) ilustrujacy jeden
Z obszaréw wybranych do analizy. (B) Przyktadowe obrazy mikroskopowe fragmentu ARC z lokalizacjg badanych
transkryptow; objektyw 40x, skala 100 pm. Ekspresja Kissl: (C) liczba komorek Kiss+, (D) liczba transkryptow
Kissl na komorke. Ekspresja Esrl: (E) liczba komoérek Esrl+, (F) liczba transkryptéw Esrl na komorke.
Kolokalizacja Kiss1 oraz Esrl: (G) liczba komorek Kiss1+/Esrl+, (H) odsetek komorek Kissl+ ze wspotekspresja
Esrl. Dane przedstawiono jako $rednia + SEM. Brak istotnych statystycznie rdznic migdzy grupami
(test t-Studenta).

Liczebnos¢ grup (n):

CON=4;LUN=5
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Ryc. 4.32 Przestrzenna ekspresja Kissl oraz Esrl w roznych obszarach przekroju ARC u samic F1 w 21 dniu
zycia. (A) Przykladowe obrazy mikroskopowe z lokalizacjg badanych transkryptow w trzech wyodrgbnionych
podregionach ARC; objektyw 40x, skala 100 pm. Przestrzenna ekspresja transkryptow: (B) liczba komorek
Kissl+, (C) liczba komoérek Esrl+, (D) liczba komoérek Kissl+/Esrl+, (E) odsetek komorek Kissl+
ze wspotekspresja Esrl. Dane przedstawiono jako $rednia £ SEM. Brak istotnych statystycznie roznic migdzy
grupami (dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Sidaka dla poréwnan wielokrotnych).

Liczebno$¢ grup (n):

CON=4;LUN=5
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4.4.2 Przestrzenny rozklad neuronéw Kisspeptynowych i ERa

Z uwagi na fakt, ze zmiany na poziomie transkryptoéw nie zawsze odzwierciedlaja stan
funkcjonalny komorek, zdecydowano si¢ rowniez na zwizualizowanie biatek kodowanych
przez badane geny. Do wizualizacji neurondéw kisspeptynowych wykorzystano myszy
KissCreROSA26 7 ekspresja biatka fluorescencyjnego tdTomato (tdTomato+) w komorkach
produkujacych kisspeptyne, natomiast w przypadku ERa (ERo+) zastosowano barwienie
immunofluorescencyjne.

Nie stwierdzono roéznic w liczbie neuronow kispeptynowych w AVPV/PeN (Ryc. 4.33 — B),
natomiast liczba komoérek ERo+ byla wyzsza w grupie LUN w porownaniu do CON
(p=0,0079, Ryc. 4.33 — C). Nie stwierdzono takze roznic w zakresie wspotekspresji obu biatek
(Ryc. 4.33 — D-E). W ARC nie zaobserwowano zmian w ekspresji TdTomato i ERo oraz
wspotekspresji analizowanych biatek (Ryc. 4.34 — B-E). W analizie trzech podregiondow ARC
(rARC, mARC, cARC) odnotowano wyrazny wzrost liczby neuronéw kispetynowych ERa+
w CARC samic LUN (vs. CON; p=0,0307; Ryc. 4.35 — D).

Oceny przestrzennego rozktadu komorek tdTomato+ oraz ERa+ dokonano takze u dojrzatych
plciowo samic, aby oceni¢, czy zmiany zaobserwowane przed dojrzewaniem plciowym
utrzymujg si¢ w dorosto$ci. Zarowno w AVPV/PeN, jak i ARC nie odnaleziono zadnych ro6znic
miedzy grupami CON i LUN (Ryc. 4.36 — A-D; Ryc. 4.37 — A-D). Takze w przypadku podziatu
ARC na trzy podregiony nie stwierdzono istotnych r6znic (Ryc. 4.38).
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Ryc. 4.33 Charakterystyka neuronéw kisspeptynowych (tdTomato+) AVPV/PeN u samic z pokolenia F1 w 21
dniu zycia. (A) Przyktadowe obrazy mikroskopowe fragmentu AVPV z lokalizacja neuronow tdTomato+ oraz
komoérek ERa+; objektyw 40x, skala 100 pm. Ekspresja badanych biatek: (B) liczba komodrek tdTomato+,
(C) liczba komorek ERa+. Kolokalizacja tdTomato oraz ERa: (D) liczba komorek tdTomato+/ERo,
(E) odsetek komodrek tdTomatot+ ze wspétekspresja ERa. Dane przedstawiono jako s$rednia £ SEM.
Gwiazdkami oznaczono istotne rdznice miedzy grupami (test t-Studenta; **p < 0,01).

Liczebno$¢ grup (n):

CON=4;LUN=4
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Ryc. 4.34 Charakterystyka neurondw kisspeptynowych (tdTomato+) ARC u samic z pokolenia F1 w 21 dniu zycia.
(A) Przyktadowe obrazy mikroskopowe fragmentu ARC z lokalizacja neuronow tdTomato+ oraz komorek ERat;
objektyw 40x, skala 100 pm. Ekspresja badanych biatek: (B) liczba komodrek tdTomato+, (C) liczba komorek
ERo+. Kolokalizacja tdTomato oraz ERa: (D) liczba komorek tdTomato+/ERa+, (E) odsetek komorek tdTomato+
ze wspotekspresja ERa. Dane przedstawiono jako $rednia £ SEM. Brak istotnych réznic miedzy grupami
(panele B i D: test t-Studenta; panele C i E: test Manna-Whitneya).

Liczebno$¢ grup (n):

CON=4;LUN=4
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Ryc. 4.35 Charakterystyka neuronow kisspeptynowych (tdTomato+) w trzech regionach ARC u samic z pokolenia
F1 w 21 dniu zycia. (A) Przyktadowe obrazy mikroskopowe z lokalizacja neuronéw tdTomato+ oraz komoérek
ERo+ w trzech wyodrebnionych podregionach ARC; objektyw 40x, skala 100 pm. Ekspresja badanych biatek:
(B) liczba komoérek tdTomato+, (C) liczba komoérek ERo:+. Kolokalizacja tdTomato oraz ERa: (D) liczba komérek
tdTomato+/ERa+, (E) odsetek komorek tdTomato+ ze wspotekspresja ERa. Dane przedstawiono jako $rednia +
SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne réznice migdzy grupami (dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc
Sidaka dla poréwnan wielokrotnych; *p < 0,05).

Liczebno$¢ grup (n):

CON=4;LUN=4
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Ryc. 4.36 Charakterystyka neurondéw kisspeptynowych (tdTomato+) AVPV/PeN u dojrzatych ptciowo samic
z pokolenia F1. Ekspresja badanych biatek: (A) liczba komoérek tdTomato+, (B) liczba komoérek ERat.
Kolokalizacja tdTomato oraz ERa: (C) liczba komoérek tdTomato+/ERo+. (D) odsetek komoérek tdTomato+
ze wspotekspresja ERo. Dane przedstawiono jako $rednia + SEM. Brak istotnych statystycznie roznic miedzy
grupami (test Manna-Whitneya).

Liczebnos¢ grup (n):

CON=3;LUN=3
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Ryc. 4.37 Charakterystyka neuronéw kisspeptynowych (tdTomato+) ARC u dojrzatych ptciowo samic z pokolenia
F1. Ekspresja badanych biatek: (A) liczba komoérek tdTomato+, (B) liczba komoérek ERo+.
Kolokalizacja tdTomato oraz ERa: (C) liczba komoérek tdTomato+/ERa+, (D) odsetek komoérek tdTomato+
ze wspotekspresja ERa. Dane przedstawiono jako $rednia = SEM. Brak istotnych statystycznie roznic miedzy
grupami (test Manna-Whitneya).

Liczebnos¢ grup (n):

CON=4; LUN=3
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Ryc. 4.38 Charakterystyka neuronéw kisspeptynowych (tdTomato+) w trzech regionach ARC u dojrzatych
plciowo samic z pokolenia F1. Ekspresja badanych biatek: (A) liczba komorek tdTomato+, (B) liczba komodrek
ERo+. Kolokalizacja tdTomato oraz ERa: (C) liczba komérek tdTomato+/ERa+, (D) odsetek komorek tdTomato+
ze wspotekspresja ERa. Dane przedstawiono jako $rednia + SEM. Brak istotnych statystycznie réznic miedzy
grupami (dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Sidaka dla poréwnan wielokrotnych).

Liczebnos¢ grup (n):

CON=4; LUN=3

443 Charakterystyka neuronéw KNDy

Obserwowane zmiany w sktadzie ciala i poziomie hormonow osi sugerowaty, ze niedobor
sktadnikow odzywczych na wczesnym etapie zycia wplywa réwniez na neurony KNDy
w ARC. W celu weryfikacji tych przypuszczen zastosowano technike hybrydyzacji in situ
u samic w 21 dniu zycia, aby zwizualizowa¢ transkrypty Kissl, Tac2 i Pdyn, bedace markerami
neuronow KNDy. Ze wzgledu na znikoma ekspresje Pdyn w skrajnych rejonach ARC, analize
ograniczono do odcinka ARC obejmujgcego obszar od bregma -1.58 do -2.18.

U trzytygodniowych samic CON i LUN pokolenia F1 nie stwierdzono istotnych roznic
w liczbie komorek wykazujacych ekspresje Tac2 i Pdyn, ani w zaggszczeniu tych transkryptow
w obrebie ARC (Ryc. 4.39 — B-E). Analiza wspotekspresji wykazata, ze niemal 100% komorek
pozytywnych dla Kiss1 wykazywato jednoczesnie ekspresje Tac2, natomiast w przypadku Pdyn
odsetek ten byl nizszy 1 wynosit okoto 60% zaréwno w grupie CON, jak 1 LUN
(Ryc. 4.39 — G). Nie zaobserwowano takze rdéznic miedzy grupami w liczbie komorek
wykazujacych ekspresje trzech analizowanych transkryptow (Ryc. 4.39 — F), ani w odsetku
neuronow Kissl+, ktore wykazywaly wspotekspresje zaréwno Tac2, jak 1 Pdyn
(Ryc. 4.39 - G).
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Ryc. 4.39 Charakterystyka neurondow KNDy w ARC u samic z pokolenia F1 w 21 dniu zycia. (A) Przyktadowe
obrazy mikroskopowe fragmentu ARC przedstawiajace ekspresje markeréw neuronéw KNDy; bialg strzatkg
oznaczono komorke Kissl+/Tac2+/Pdyn+; objektyw 40x, skala 100 um lub 10 pm. (B) Liczba komoérek Tac2+.
(C) Liczba transkryptow Tac2 na komoérke. (D) Liczba komoérek Pdyn+. (E) Liczba transkryptow Pdyn
na komorke. (F-G) Kolokalizacja Kissl z pozostalymi markerami neuronéw KNDy — liczba komorek (F) oraz
odsetek komorek (G). Dane przedstawiono jako $rednia + SEM. Brak istotnych statystycznie ro6znic migdzy
grupami (panele B-D: test Manna-Whitneya; panele F-G: test ANOVA z testem post hoc Sidaka dla poréwnan
wielokrotnych).

Liczebnos¢ grup (n):

CON=3;LUN=4
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4.4.4 Ekspresja Lepr w jadrze lukowatym podwzgorza i funkcjonalna odpowiedz
neuronalna na leptyne¢

4.4.4.1 Ekspresja Lepr w ARC

Ze wzgledu na zwigkszong ekspresj¢ receptora leptyny (Lepr) w podwzgoérzu samic LUN
wykazang w pracy Kaczmarek i in. (2016), ktorej towarzyszyl obnizony poziom leptyny
W osoczu samic w 21 dniu zycia, postanowiono zbada¢ czy do nadekspresji Lepr dochodzi
W obrebie komorek zlokalizowanych w ARC.

Analiza ekspresji Lepr w ARC ujawnita u samic LUN nie tylko zwiekszong liczbe komorek
Lepr+ (p = 0,0286; Ryc. 440 — B), ale réwniez wigkszg liczbg transkryptow Lepr
przypadajacych na komorke Lepr+ (p = 0,0286; Ryc. 4.40 — C).
B
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Ryc. 4.40 Ekspresja Lepr w ARC u samic z pokolenia F1 w 21 dniu zycia. (A) Przyktadowy obraz mikroskopowy
fragmentu ARC przedstawiajacy komoérki z ekspresja Lepr; powigkszenie 40x, skala 10 um. (B) Liczba komorek
Lepr+. (C) Liczba transkryptéw Lepr na komodrke. Dane przedstawiono jako $rednia = SEM. Gwiazdkami
0zNnaczono istotne réznice miedzy grupami (test Manna-Whitneya; *p < 0,05).

Liczebno$¢ grup (n):

CON=3;LUN=4

4.4.4.2 Wrzrost aksonow

Podczas rozwoju postnatalnego w okolicy PNDI10 (najczgsciej miedzy PND8 a PNDI12)
W osoczu myszy obserwuje si¢ podwyzszone stezenie leptyny (Ahima i in., 1997; Skowronski
I in., 2022). Uwaza si¢, ze odpowiedni poziom leptyny w tym okresie jest niezbedny
do tworzenia potaczen neuronalnych w obrebie podwzgorza (Bouret i in., 2004b).
Natomiast gdy podaz sktadnikéw odzywczych jest ograniczona, poziom leptyny w osoczu jest
zdecydowanie nizszy niz w grupie zwierzat bez restrykcji (Kozak 1 in., 2010;
Skowronski i in., 2022).

W niniejszej pracy zalozono hodowle fragmentéw ARC pobranych od samic KissCeROSAZ6

w PND8 — tuz przed dniem, gdy leptyna w osoczu osigga najwyzszy poziom w okresie
postnatalnym — by sprawdzi¢ czy wczesny stres zywieniowy modyfikuje odpowiedz wzrostowa
neurondw na ten hormon. Leptyna stymulowata wzrost catej puli aksonéw neuronow ARC
u zwierzgt CON (vs. Ctrl p = 0,0476; Ryc. 4.41 — B). Natomiast, efekt ten nie wystepowat
u samic LUN (Ryc. 4.41 - C).

122



U samic CON wzrost aksonéw neurondw kisspeptynowych ARC byl na tyle ograniczony,
ze uniemozliwil wiarygodng analiz¢ ilo$ciowa, podczas gdy u samic LUN takg analize
przeprowadzono. W odréznieniu od wynikoéw uzyskanych dla catej populacji neuronow ARC
(zwizualizowanych barwieniem neurofilamentow), leptyna stymulowata wzrost aksonow
z ekspresja tdTomato w grupie LUN (vs. Ctrl p = 0,0286; Ryc. 4.42 — B).
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Ryc. 4.41 Wzrost aksonow neuronow ARC w odpowiedzi na leptyng. (A) Przyktadowe zdjgcia mikroskopowe
obrazujace wzrost aksonow w odpowiedzi na zadane warunki hodowli: Lept — leptyna (100 ng/mL), Ctrl — kontrola
(medium bez dodatkéw); mozaika (stitching), obiektyw 25x, skala 500 um. (B) Wzrost aksonéw u samic CON.
(B) Wzrost aksonow u samic LUN. Dane przedstawiono jako $rednia + SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne
réznice miedzy grupami (test Manna-Whitneya; *p < 0,05).

Liczebno$¢ grup (n):

CON, LUN Ctrl =6; CON, LUN Lept=6
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Ryc. 4.42 Wzrost aksondéw neurondéw kisspeptynowych (tdTomato+) ARC samic LUN w odpowiedzi na leptyne.
(A) Przyktadowe zdjecia mikroskopowe obrazujace wzrost aksondOw wykazujacych ekspresje kisspeptyny
(tdTomato+) w odpowiedzi na zadane warunki hodowli: Lept — leptyna (100 ng/mL), Ctrl — kontrola (medium
bez dodatkoéw); mozaika (stitching), obiektyw 25x, skala 500 pm. (B) Wzrost aksondéw u samic LUN.
Dane przedstawiono jako $rednia = SEM. Gwiazdkami oznaczono istotne réznice miedzy grupami (test Manna-
Whitneya; *p < 0,05).

Liczebnos¢ grup (n):

LUN Ctrl = 4; LUN Lept =4
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5. Dyskusja

Stan odzywienia matki w czasie cigzy 1 laktacji odgrywa zasadniczg rol¢ w programowaniu
zdrowia potomstwa, a jego skutki moga rozciagac si¢ na kolejne generacje. Zard6wno niedobor,
jak 1 nadmiar sktadnikow odzywczych obecnych we krwi cigzarnej oraz w mleku matki,
przekazywanych potomstwu, moga prowadzi¢ do trwatych modyfikacji struktury i funkcji
tkanek i organéw. Zmiany te moga utrwalac si¢ i podlega¢ transmisji pomiedzy pokoleniami
miedzy innymi poprzez mechanizmy epigenetyczne, co wpisuje si¢ w koncepcje
programowania zywieniowego. Doglebne poznanie mechanizméw lezacych u podstaw tego
zjawiska pozwoli lepiej zrozumieé, w jaki sposob zywienie matki ksztaltuje dlugofalowe
trajektorie zdrowotne potomstwa, ze szczegdlnym uwzglednieniem uktadu rozrodczego
W kontek$cie obserwowanego wzrostu czestosci nieplodnosci na swiecie.

Dotychczas stosunkowo dobrze udokumentowano wptyw otytosci matczynej na zdrowie
reprodukcyjne corek — od zaburzen profilu hormonalnego po zmiany metaboliczne w obrebie
komorek jajowych (Schroeder i in., 2013; Saben i in., 2016; Xhonneux i in., 2024). Znacznie
mniej danych dotyczy natomiast skutkow niedozywienia matki, zwlaszcza w okresie laktacji,
ktéry u gryzoni stanowi krytyczne okno rozwojowe dla ksztattowania neuroendokrynnych sieci
podwzgorzowych regulujacych funkcje rozrodcze. Rozwdj struktur podwzgdrza przebiega
W znacznym stopniu postnatalnie i jest szczegdlnie wrazliwy na zaktdcenia srodowiska, w tym
zwigzane z 0dzywianiem, co moze prowadzi¢ do dtugofalowych konsekwencji metabolicznych
i rozrodczych (Bouret i in., 2004a; Clarkson i in., 2009; Castellano i in., 2011;
Bouret i in., 2012).

W niniejszej pracy skoncentrowano si¢ na wptywie niedozywienia matki podczas laktacji
na funkcjonowanie osi HPG u potomstwa, w ujeciu wielopokoleniowym. Uwzgledniono
réwniez mas¢ 1 sklad ciala, jako zmienne S$ci§le powigzane z dojrzewaniem piciowym
i ptodnos$cia. Analiza objeta dwa zasadnicze poziomy organizacji osi HPG, skupiajac si¢ przede
wszystkim na ocenie struktur podwzgorzowych, profilu hormonalnym, morfologii i funkcji
jajnikow, a takze jakosci komorki jajowej, rozpatrywanej jako jej kompetencje metaboliczna
warunkujaca powodzenie ciazy.

Funkcjonowanie osi HPG, na poziomie hormonalnym, morfologii oraz transkryptomu jajnika,
oceniono u samic pokolenia F1 w 21 dniu zycia (tuz po zakonczeniu restrykcji pokarmowej
I odstawieniu od matek), a takze w wieku dorostym. Analogiczne analizy wykonano u samic
pokolenia F2 w 21 dniu zycia. Dodatkowo, u dorostych samic obu pokolen dokonano oceny
metabolicznej funkcji komorek jajowych, ktéra w znacznym stopniu determinuje powodzenie
zaptodnienia oraz prawidlowy rozwo6j zarodka. Uwzgledniono réwniez oceng¢ potencjatu
rozrodczego samic. Powyzsze podejscie pozwolito na kompleksowa charakterystyke efektow
programowania w okresie wczesnego rozwoju postnatalnego oraz oceng mozliwosci ich
przekazywania do kolejnego pokolenia.

Druga cz¢$¢ pracy dotyczyta podwzgorzowych sieci regulujacych funkcjonowanie osi HPG,
ze szczegolnym uwzglednieniem neurondéw kisspeptynowych, ktore stanowig kluczowy
element neuroendokrynnej kontroli rozrodu. Uktad kisspeptynowy jest wrazliwy na zmiany
metaboliczne juz na wczesnych etapach rozwoju, a indukowane wowczas zaburzenia moga
utrzymywac si¢ w dorostosci, prowadzac do dysfunkcji rozrodczych (Navarro, 2022).
W zwiazku z tym analizie poddano zmiany ekspresji kisspeptyny oraz receptora estrogenowego
(ESRa) w odpowiedzi na wczesny stres zywieniowy w dwoch kluczowych dla regulacji
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rozrodu osrodkach podwzgorza samic: AVPV/PeN oraz ARC. Dalszg analiz¢ skoncentrowano
na ARC, stanowigcym centralny os$rodek integrujacy sygnaly metaboliczne z regulacja funkcji
rozrodczych. Oceniono tu populacj¢ neuronéw KNDy, ekspresje genu receptora leptyny (Lepr)
oraz wrazliwo$¢ neuroné6w ARC na leptyng w okresie spodziewanego wzrostu tego hormonu
w osoczu w pierwszych tygodniach zycia (Ahima i in., 1997). Ze wzgledu na zlozonos¢
i czasochtonno$¢ analiz majacych na celu lokalizacje biatek i transkryptow, zakres tych badan
na obecnym etapie ograniczono do pokolenia F1.

5.1. Niedozywienie matki w czasie laktacji skutkuje zmianami skladu ciala
u potomstwa

Gloéwne obserwacje dotyczace samic pokolenia F1 w zakresie masy i sktadu ciata w odpowiedzi
na niedozywienie matki w okresie laktacji obejmowaty wyrazne obnizenie masy ciata, zarowno
thuszczowej, jak i beztluszczowej, w 21 dniu Zycia, utrzymywanie si¢ nizszej masy ciata przez
caly okres obserwacji do 70 dnia Zycia, ograniczenie masy tkanki tluszczowej w okresie
okolopokwitaniowym oraz redukcj¢ beztluszczowej masy ciata, obserwowana réwniez
po osiagnieciu pelnej dojrzatosci ptciowe;.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze restrykcja zywieniowa matek podczas laktacji programuje
fenotyp potomstwa, sprzyjajac utrzymywaniu nizszej masy ciata. Podobne obserwacje opisano
wczesniej — ograniczenie podazy biatka w diecie karmigcych matek skutkowato obnizeniem
masy ciata u potomstwa (Fagundes i in., 2007; Pinheiro i in., 2008), a takze spadkiem catkowitej
1 trzewnej tkanki thuszczowej, bez istotnych zmian w ilo$ci spozywanego pokarmu u dorostych
osobnikow (Fagundes i in., 2007). Kozak i wspdipracownicy (2010), stosujac model
niedozywienia w okresie laktacji identyczny z wykorzystanym w niniejszej pracy, rowniez
obserwowali obnizenie masy ciala oraz redukcj¢ masy tluszczowej 1 bezttuszczowe;.
Co istotne, podobnie jak w badaniach Fagundes’a i wspotpracownikoéw (2007), nie stwierdzili
roznic w ilosci spozywanego pokarmu po ustgpieniu wezesnego deficytu zywieniowego, takze
po przejsciu zwierzat na diete wysokottuszczowa. Wyniki te wskazuja, ze obserwowane zmiany
nie wynikaja z ograniczenia poboru energii, lecz stanowig efekt trwalego przeprogramowania
gospodarki energetycznej w okresie laktacji.

Warto podkresli¢ znaczenie 1 subtelno$¢ okna czasowego, w ktorym wystepowat stres
zywieniowy w zastosowanym modelu. Podczas gdy restrykcja zywieniowa matki w okresie
prenatalnym czgsto prowadzi do zaprogramowania fenotypu sprzyjajacego zwigkszonemu
odktadaniu tkanki tluszczowej u potomstwa w dorostosci, zwtaszcza w warunkach pozniejszej
nadpodazy energii, restrykcja ograniczona wytacznie do okresu laktacji wywotuje odmienny
efekt programujacy. W takim modelu zazwyczaj obserwuje si¢ trwale ograniczenie
magazynowania tkanki thuszczowej oraz brak typowych cech zespotu metabolicznego w wieku
dorostym (Pinheiro i in., 2008; Garcia i in., 2011; de Oliveira i in., 2012).

Etap laktacji u matek zbiega si¢ z okresem intensywnego odktadania biatej tkanki thuszczowe;j
u potomstwa, a modyfikacje dostgpnosci mleka matki lub jego sktadu moga mie¢ dlugotrwate
konsekwencje dla liczby i1 funkcji adipocytéw. U szczurdw potomstwo niedozywionych
podczas laktacji samic ma mniejsze komorki thuszczowe i nizszg zawarto$¢ tkanki thuszczowej
w dorostosci, a niekiedy réwniez wigksza odporno$¢ na dietozalezne odkladanie tluszczu
(Patterson in., 2010; Palou i in., 2011). W niniejszej pracy obnizona masa ciala samic w 21 dniu
zycia wynikata jednak nie tylko z ograniczenia masy tkanki thuszczowe;j, lecz takze z redukcji
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beztluszczowej masy ciata, a efekt ten utrzymywat si¢ w wieku dorostym. Podobne obserwacje
w 21 dniu od urodzenia przedstawili Desai i wspotpracownicy (2003).

W kolejnym pokoleniu (F2), u potomstwa rodzicow z grupy LUN (LL), stwierdzono jedynie
przejSciowe obnizenie zawarto$ci tkanki tluszczowej w 21 dniu zycia, ktére zanikato
w dorosto$ci. Zmiany ograniczone do jednego punktu czasowego moga odzwierciedla¢ wptyw
srodowiska matczynego w okresie cigzy (np. poprzez zaburzenia funkcjonowania tozyska)
badz w czasie laktacji (np. poprzez przeprogramowanie funkcji wydzielniczych gruczotu
mlekowego). Brak analogicznego efektu u samic z grupy LC moze sugerowac udziat ztozone;j
interakcji czynnikow matczynych i ojcowskich lub réznice w podatnosci na zmodyfikowane
srodowisko prenatalne i postnatalne. Rozstrzygnigcie znaczenia tych mechanizméw wymaga
jednak dalszych badan, obejmujacych miedzy innymi precyzyjne rozdzielenie wpltywu
srodowiska matczynego, ojcowskiego oraz potencjalnych zmian epigenetycznych w linii
zarodkowej.

Co istotne, mozna rowniez znalez¢ doniesienia opisujace fenotypy odmienne
od obserwowanych w niniejszej pracy. Pinheiro i wspotpracownicy (2008) wykazali,
ze Upokolenia F2 w modelu niedozywienia w okresie laktacji wystepowato zwigkszenie
zawarto$¢ tkanki tluszczowej oraz hiperleptynemia. Nalezy jednak podkresli¢, ze w tym
badaniu matki z pokolenia F1 byly kojarzone z samcami spoza eksperymentu, a zastosowany
protokot zywieniowy opierat si¢ na ograniczeniu podazy biatka (5 g/100 g pozywienia vs.
19 g/100 g w grupie kontrolnej). Mimo odmiennych efektéw fenotypowych wyniki te pozostaja
spdjne z koncepcja programowania zywieniowego 1 podkreslajg znaczenie wczesnego okresu
postnatalnego jako krytycznego okna podatnego na trwate przeprogramowanie metabolizmu
potomstwa. Obserwowane rozbieznosci pomiedzy badaniami moga wynika¢ z rodzaju
zastosowanej restrykcji (energetyczna vs. bialkowa), roznic gatunkowych i plciowych
w odpowiedzi na stres zywieniowy, a takze czasu i kontekstu ekspozycji, co dodatkowo
podkresla ztozono$¢ mechanizméw programowania metabolicznego potomstwa.

5.2. Niedozywienie matki w czasie laktacji wplywa negatywnie
na dojrzewanie plciowe i sukces rozrodczy potomstwa

Ograniczenie podazy energii u matek w okresie laktacji miato negatywny wptyw
na dojrzewanie piciowe ich corek, prowadzac do opdznienia zaréwno otwarcia droég rodnych,
jak 1 wystapienia pierwszej fazy estrus, podczas ktorej powinna pojawic si¢ pierwsza owulacja.
Srednie opdznienie dojrzewania wynosito okoto 6 dni, co prawdopodobnie odzwierciedlato
czas niezbedny do osiggni¢cia minimalnego poziomu rezerw energetycznych umozliwiajacych
aktywacj¢ osi HPG. Zgodnie z hipoteza ,krytycznej masy ciala/tkanki tluszczowej”
(Frisch i Revelle, 1970; Frisch, 1980), osiagni¢cie minimalnego progu zasobow energetycznych
jest warunkiem inicjacji aktywno$ci osi HPG, a tym samym rozpoczgcia dojrzewania
plciowego.

Potomstwo z grupy LUN wykazywalo takze zaburzenia regularnos$ci cyklu rujowego,
szczegolnie w poczatkowym okresie, zaraz po otwarciu drog rodnych. Cho¢ analiza catkowitej
dhugosci wszystkich badanych cykli nie wykazata istotnych réznic pomigdzy grupami, samice
LUN osiggaty regularng cykliczno$¢ o okoto 8 dni pézniej niz samice kontrolne. Wyniki
niniejszej pracy potwierdzaja zatem, ze zaburzenia roOwnowagi energetycznej we wczesnym
okresie zycia moga funkcjonalnie opo6zniaé zar6wno proces dojrzewania plciowego,
jak i osiggniecie pelnej regularnosci cykli rujowych.
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Uzyskane wyniki s3 zgodne z wczesniejszymi doniesieniami dotyczacymi wplywu
niedozywienia matek podczas cigzy i laktacji na zdrowie potomstwa. Kaczmarek
I wspolpracownicy (2016) takze obserwowali znaczne opdznienie otwarcia drég rodnych
u samic LUN oraz przesunigcie w czasie wystgpienia pierwszej fazy estrus. Podobne efekty
odnotowano réwniez w badaniach, w ktdrych restrykcja kaloryczna lub ograniczenie podazy
biatka w diecie matek w okresie laktacji prowadzity do op6znionego dojrzewania ptciowego
ich corek (da Silva Faria i in., 2004). Iyare i wspotpracownicy (2010) potwierdzili,
Ze ograniczone spozycie pokarmu przez samice w okresie laktacji skutkuje przesunigciem
momentu osiggni¢cia dojrzalosci ptciowej u potomstwa. Na tle wigkszosci doniesien odmienne
wyniki uzyskano w badaniu, w ktorym model niedozywienia opierat si¢ na zwiekszeniu
liczebnosci miotu (Guergolette 1 in., 2025); w tym przypadku nie stwierdzono zmian
w parametrach reprodukcyjnych u potomstwa.

Istotnym uzupelnieniem powyzszych wynikéw byla dlugoterminowa ocena potencjatu
rozrodczego samic, prowadzona przez okres 20 tygodni. Eksperyment rozpoczeto, gdy samice
miaty okoto 3 miesiace, a zakonczono w wieku okoto 8 miesigcy. Poczatkowo samice LUN
regularnie zachodzity w ciazeg, a liczebno$¢ miotow byta poréwnywalna z grupg kontrolna.
Z czasem ich potencjat rozrodczy wyraznie malat — mioty byly mniej liczne, a aktywnos¢
rozrodcza stopniowo wygasata, podczas gdy u samic kontrolnych utrzymywata si¢ na stabilnym
poziomie. Warto zaznaczy¢, ze w wieku zblizonym do momentu rozpoczecia eksperymentu
reprodukcyjnego, hormonalna indukcja superowulacji u samic LUN nie wptywata na liczbg
owulowanych oocytow w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Dostepne dane sugeruja, ze wezesne niedobory Zywieniowe mogg wplywac na plodno$¢ samic
w pozniejszym zyciu. Gu i wspotpracownicy (2024) wykazali, Ze ograniczenie podazy biatka
w diecie karmigcych samic prowadzi do zmniejszenia liczebnosci miotu u ich corek. Z kolei
Gallo i wspotpracownicy (2012) odnotowali, ze niedozywienie okotoporodowe i niska masa
urodzeniowa wigzaty si¢ ze spadkiem liczebno$ci miotu, jednak efekt ten ujawniat si¢ dopiero
przy zaawansowanym wieku rozrodczym. Odmiennie, Rogers 1 wspotpracownicy (2003)
nie stwierdzili negatywnego wptywu wczesnego stresu zywieniowego na parametry rozrodcze
samic F1.

Pokoleniowy wymiar obserwowanych efektow potwierdzaja rowniez wyniki dotyczace
dojrzewania piciowego. U samic z grupy LL stwierdzono opdzZnienie otwarcia drog rodnych,
jednak bez towarzyszacych zmian w pozostatych wskaznikach dojrzewania ptciowego i funkcji
rozrodczych.

Abey 1 wspotpracownicy (2021) opisali efekt diety niskobiatkowej u samic obserwowany
w dwoch kolejnych pokoleniach, przy czym w tym modelu samice F2 pozostawaly na tej samej
diecie co matki. W obu pokoleniach niedobor biatka spowodowal opdznienie dojrzewania
plciowego, nieregularno$¢ cykli rujowych oraz obnizenie rozrodczosci, a nasilenie efektu rosto
wraz ze stopniem restrykcji. Bardziej zaawansowane zaburzenia obserwowane u samic F2
w tym modelu, w pordwnaniu z wynikami niniejszej pracy, mogly wynika¢ z dluzszego czasu
ekspozycji na niedobdr biatka — obejmujacego okres przed zajSciem w ciaze, cigzeg, laktacje
oraz z ponowng ekspozycje w pokoleniu F2.

Interesujaca obserwacja w grupie LL byta ostabiona odpowiedz na standardowa stymulacje
hormonalna z uzyciem PMSG i hCG, przejawiajaca si¢ mniejsza liczbg uzyskanych oocytow

w poréwnaniu z grupg CC. Efekt ten nie wystepowal, gdy w pierwszym etapie stymulacji
zamiast PMSG uzyto hyperOVA, ktory (oprocz PMSG) zawiera surowice z przeciwciatami
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skierowanymi przeciwko inhibinie, prowadzac do zwigkszenia poziomu FSH i rekrutacji
wigkszej liczby pecherzykow do wzrostu. Moze to sugerowal silniejsze hamowanie
wydzielania FSH przez inhibing, zmniejszong wrazliwo$¢ pgcherzykow na FSH lub obnizona
gotowosci pecherzykow do odpowiedzi na krotkotrwatg stymulacje PMSG u samic LL. Warto
zaznaczy¢, ze zmiany te nie mialy znaczenia fizjologicznego, poniewaz samice LL nie
wykazywaly trudnos$ci z zajSciem w cigze, a liczebno$¢ miotow pozostawata poréwnywalna
z grupa kontrolng. Niemniej jednak obserwacja ta moze wskazywaé na subtelne, utrwalone
zmiany na poziomie molekularnym w obrgbie osi HPG, ktére wymagaja dalszych badan.

5.3. Weczesny stres zywieniowy opoznia dojrzewanie pecherzykow
jajnikowych i wplywa na produkcj¢ hormonow

Ze wzgledu na fakt, ze folikulogeneza u myszy przebiega w duzej mierze postnatalnie
I pozostaje wrazliwa na stan odzywienia organizmu (Tingen i in., 2009; Di Berardino i in.,
2022), zaktadano, ze wczesny stres Zywieniowy moze niekorzystnie wplyna¢ na ten proces.
W 21 dniu zycia samice LUN mialy mniejsza liczbg pecherzykdéw antralnych, a ich jajniki byty
wyraznie mniejsze w poroOwnaniu z grupa kontrolng. Zmniejszong liczbe pecherzykow
antralnych/przedowulacyjnych obserwowano takze u dorostych samic. Ponadto u dojrzatych
osobnikow stwierdzono mniejszg liczbg pgcherzykdéw drugorzedowych, co moze wskazywac
zard6wno na zaburzenia dojrzewania pecherzykow, jak i na przy$pieszone wyczerpywanie si¢
rezerwy jajnikowej.

Ograniczeniom folikulogenezy obserwowanym w PND21 towarzyszyly zmiany na poziomie
molekularnym. Analiza RNA-seq wykazata obnizong ekspresje genow zaangazowanych
w dojrzewanie pgcherzykow jajnikowych, w tym podjednostek inhibiny (Inhba, Inhbb), przy
czym wyrazny spadek ekspresji Inhba potwierdzono metodg RT-qPCR. Stwierdzono réwniez
zmiany ekspresji genow kodujacych receptory hormonéw osi HPG, w tym Esrl i Lhcgr,
Cco sugeruje zmiany w odpowiedzi jajnika na sygnaty estrogenowe i gonadotropowe.

Uzyskane wyniki sg zgodne z doniesieniami Bernal 1 wspotpracownikow (2010), ktérzy opisali
ograniczenie liczby pecherzykow antralnych u dorostych samic pokolenia F1 w nastepstwie
niedozywienia matki w okresie laktacji (ograniczenie dawki karmy o 50% w stosunku do grupy
kontrolnej). Zblizony efekt zaobserwowano réwniez w modelu ograniczenia podazy biatka
U karmigcych samic, przy ocenie pecherzykow jajnikowych u potomstwa w 21 dniu zycia
(Guzman 1 in., 2014). Co interesujace, w innym badaniu z restrykcja biatka podczas laktacji
U dorostych corek stwierdzono zwigkszong liczbe matych pecherzykow antralnych, przy
jednoczesnym spadku liczby pecherzykow Graafa (Faria i in., 2008), co moze wskazywac
na uposledzenie koncowych etapéw dojrzewania pecherzykdéw w tym modelu.

W  niniejsze] pracy obserwowany fenotyp moze natomiast odzwierciedla¢ zar6wno
zredukowang rezerw¢ jajnikowa, zwigzang z mniejszymi rozmiarami jajnikow,
jaki i zaburzenia folikulogenezy na poziomie molekularnym. Nalezy jednak zaznaczy¢,
ze dotychczas opisywano rowniez przypadki zwigkszonej liczby pecherzykow antralnych
u samic narazonych na niedobory sktadnikoéw odzywczych we wczesnym okresie Zycia
(Aguiar 1 in., 2025), co podkresla ztozono$¢ odpowiedzi jajnika na wczesny stres Zywieniowy.

Zmniejszone] liczbie pecherzykdow jajnikowych u samic LUN towarzyszyly zaburzenia
hormonalne. W momencie odsadzenia od matki obserwowano istotnie obnizone stezenie
androstendionu w osoczu w poréwnaniu z grupa kontrolng. Nie stwierdzono jednak rdéznic
W poziomie E2, co bylo wynikiem nieoczekiwanym w $wietle pozostalych obserwacji:
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(1) zmniejszonej liczby pecherzykoéw antralnych, stanowigcych glowne zrodto E2 w komorkach
ziarnistych, (II) obnizonego poziomu androstendionu jako substratu do syntezy estrogenow
oraz (III) zmniejszonej ekspresji gendéw zwigzanych ze steroidogeneza (Star, Hsd3bl),
przy jednoczesnym wzroscie ekspresji Esrl w jajniku. Rownolegle u samic LUN stwierdzono
podwyzszony poziom LH w osoczu, co moze wskazywaé na ostabienie ujemnego sprz¢zenia
zwrotnego estrogendw na poziomie osi podwzgorze-przysadka.

Dostepne dane nie dajg jednoznacznych wskazan co do poziomu E2 jakiego nalezatoby sie¢
spodziewa¢ w nastepstwie wczesnego stresu zywieniowego. W zaleznosci od modelu
eksperymentalnego opisano zaréwno spadek, brak zmian, jak 1 wzrost stezenia E2.
Przyktadowo, ograniczenia podazy biatka lub catkowitej energii matkom w okresie cigzy
prowadzito do obnizenia poziom E2 u dorostego potomstwa (Sathishkumar i in., 2012;
Khorram, 2015), podczas gdy inne badania nie wykazaty wptywu 50% restrykcji zywieniowej
matki, zarowno pod koniec cigzy, jak i podczas laktacji, na poziom tego hormonu (Léonhardt
i in., 2003). Niektore doniesienia wigzg natomiast restrykcje energetyczng w okresie laktacji
z podwyzszonym stezeniem E2 w osoczu dorostych corek (Bittencourt Brasil i in., 2010; Aguiar
i in., 2025). Warto jednak wspomnie¢, ze od lat oznaczenia E2 w 0soczu myszy stanowia
wyzwanie ze wzgledu na specyficzno$¢ przeciwcial oraz wigzanie innych steroidow badz
zwigzkoéw endogennych w testach ELISA i RIA, co takze moze przyczynia¢ si¢ do rozbieznosci
wynikéw miedzy publikacjami. Podczas realizacji badan bez zadawalajacych rezultatow
przetestowano kilka zestawow do oznaczen E2 dostgpnych na rynku. Ostatecznie zdecydowano
o wykonaniu oznaczen we wspotpracy z prof. Susanne E. Ulbrich z ETH Zurych. Niestety ze
wzgledu na ograniczong objetos¢ prob, nie bytlo mozliwe zastosowanie bardziej selektywnego
podejscia z uzyciem metod LC-MS/MS lub GC-MS/MS.

Podwyzszone stezenie LH u samic LUN w 21 dniu Zycia, przy jednoczesnym opdznieniu
dojrzewania plciowego, wpisuje si¢ w obraz centralnej kompensacji w odpowiedzi
na zmniejszong wydolnos¢ jajnika. Obnizona ekspresja Lhcgr oraz Hsd3b1l moze prowadzi¢
do ograniczenia syntezy androstendionu, a spadek ekspresji Inhba dodatkowo ostabia¢ ujemne
sprzezenie zwrotne na poziomie przysadki, nawet przy braku réznic w poziomie E2.

W kontekscie wielopokoleniowego przekazywania skutkow wczesnego stresu zywieniowego,
w pokoleniu F2 nie stwierdzono istotnych roznic w liczbie pecherzykow jajnikowych ani
wielkos$ci jajnikow w 21 dniu zycia. Jedyng obserwowang zmiang na poziomie hormonalnym
bylo podwyzszone st¢zenie E2 w osoczu samic LL w dniu odsadzenia w poréwnaniu z grupg
CC. Nie wykazano réwniez istotnych zmian w ekspresji wigkszosci gendw zaangazowanych
w steroidogeneze, z wyjatkiem genu Cypl7al, ktérego ekspresja byla podwyzszona
w jajnikach samic LL.

Nowa perspektywe dla interpretacji wynikéw dotyczacych E2 uzyskanych w niniejszej pracy
wnoszg badania Sui’a i wspotpracownikow (2014) przeprowadzone na modelu §wini domowe;j.
Autorzy wykazali, ze restrykcja podazy biatka w cigzy i laktacji u matki, kontynuowana
nastepnie u potomstwa, prowadzita u dorostych samic F1 do podwyzszenia poziomu E2
W osoczu, przy jednoczesnym obnizeniu liczby pecherzykow Graafa. Mimo braku zmian
w ekspresji genu CYP19A1, poziom biatka aromatazy cytochromu P450 byt istotnie wyzszy
w grupie z restrykcja, co autorzy wigzali obnizong ekspresja miRNA negatywnie regulujacych
ekspresje CYP19A1. Taki mechanizm mogltby thumaczy¢ zarowno brak spadku E2 w pokoleniu
F1 mimo obnizonej liczby pecherzykéw antralnych, jak i podwyzszone stezenie E2
obserwowane w grupie LL.
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Cze$¢ obserwowanych zmian w jajnikach samic LUN moze wynika¢ z epigenetycznego
przeprogramowania indukowanego wczesnym stresem zywieniowym. Na rzecz tej interpretacji
przemawiaja przejsciowe zmiany w ekspresji genow kodujacych metylotransferazy DNA
W jajnikach samic LUN w 21 dniu zycia. Najprawdopodobniej byt to rozwojowy, czasowy
wzrost aktywno$ci aparatu metylacyjnego w jajnikach, wystarczajacy do ustawienia trwatych
wzorow metylacji DNA bez konieczno$ci utrzymywania podwyzszonej ekspresji
metylotransferazy DNA w dorosto$ci. Odmienny kierunek zmian obserwowany w pokoleniu
F2 (obnizenie ekspresji Dnmt3a w grupie LL wzgledem CC) moze natomiast odzwierciedla¢
roznice w wymaganiach dotyczacych odbudowy metylomu w trakcie gametogenezy
I wezesnego rozwoju, potencjalnie w odpowiedzi na zmienione srodowisko matczyne. Nalezy
jednak podkresli¢, ze powyzsze interpretacje maja charakter hipotez i wymagaja dalszego,
bezposredniego potwierdzenia w badaniach ukierunkowanych na analize¢ wzorcoéw metylacji
DNA oraz ich funkcjonalnych konsekwencji.

5.4. Wczesny stres zywieniowy prowadzi do metabolicznego
przeprogramowania jajnikow

Jednym z najistotniejszych efektow ujawnionych w analizie danych sekwencjonowania RNA
jajnikéw, pobranych od samic w 21 dniu zycia, byla zwigkszona ekspresja genow
zaangazowanych w procesy zwiazane z lokalizacja, magazynowaniem i metabolizmem lipidow
w grupie LUN. Sposrod gendw zwigzanych z gospodarka lipidowa wytypowano pie¢ gendw
na podstawie ich zaangazowania w procesy metaboliczne tluszczow, wartosci log:FC oraz
istotno$ci statystycznej wynikow: Cesld, Ceslf, Cd36, Nrlh3 oraz Cidec. Zwigkszona
ekspresje tych genéw w jajnikach samic LUN w 21 dniu zycia potwierdzono metoda RT-qPCR.
Wsérdéd gendéw o obnizonej ekspresji znalazl si¢ natomiast gen Star, kodujacy biatko
odpowiedzialne za transport cholesterolu do mitochondriow.

Lipidy w jajniku petnig podwojng funkcje — stanowig zaréwno zrodto energii, jak 1 substrat
niezb¢dny do syntezy hormonow steroidowych. Kwasy tluszczowe ulegaja B-oksydacji w
mitochondriach komorek pecherzyka jajnikowego, dostarczajac ATP niezbednego do procesow
dojrzewania oocytu oraz steroidogenezy (Dunning i in., 2014). Cholesterol jest natomiast
podstawowym prekursorem hormondw steroidowych, a jego transport do mitochondriow przez
biatko StAR umozliwia syntez¢ pregnenolonu, stanowigcego pierwszy etap steroidogenezy
(Khan 1 wsp., 2021). Krople lipidowe pelnig dodatkowo rol¢ magazyndéw substratoéw oraz
miejsc lokalizacji enzyméw steroidogennych, wspierajac efektywna syntez¢ progesteronu
1 estrogendw (Przygrodzka 1 wsp., 2025). W konsekwencji zarowno B-oksydacja kwasow
tluszczowych, jak 1 metabolizm cholesterolu sg niezbedne do prawidlowego funkcjonowania
1 aktywno$ci hormonalnej jajnika.

Wzmozona ekspresja genéow Ceslf, Cesld, Cidec, Cd36 i Nrlh3 w jajnikach corek matek
niedozywionych w okresie laktacji moze $wiadczy¢ o metabolicznym przeprogramowaniu
jajnika w kierunku zwigkszonego pobierania, magazynowania i wykorzystania lipidow.
Zwigkszona ekspresja genéw kodujacych enzymy hydrolizujace estry cholesterolu
i trojglicerydy (Ceslf, Cesld) moze sprzyja¢ mobilizacji substratow do steroidogenezy
i B-oksydacji w warunkach ograniczonej dostgpnosci energii w okresie wczesnego rozwoju
(Lian 1 in., 2018). Jednoczesnie nadekspresja Cidec i Cd36 sugeruje nasilone gromadzenie
thuszczow w kroplach lipidowych oraz zwigkszony transport kwaséw thuszczowych do wnetrza
komorek (Rubio-Cabezas i in., 2009; Febbraio i in., 2001). Aktywacja receptora jagdrowego
kodowanego przez gen Nrlh3 moze pei¢ funkcj¢ kompensacyjng, regulujgc homeostaze
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cholesterolu i wspierajgc steroidogenez¢ (Uemura i in., 2011), mimo graniczonej ekspresji Star.
Tego typu zmiany moga stanowi¢ adaptacje do wczesnego niedoboru energetycznego,
umozliwiajac  krétkoterminowe utrzymanie roéwnowagi metabolicznej 1 potencjalu
rozrodczego.

Dotychczasowe doniesienia dotyczace metabolicznego przeprogramowania jajnika w kierunku
zmian w magazynowaniu, wykorzystaniu i metabolizmie lipidow pochodzg niemal wytgcznie
z modeli otytosci i nadmiaru energii (Wu i in., 2010; Li i in., 2021; Gao i in., 2023). Istotnym
czynnikiem pozostaje rowniez sktad samej diety. Zhou i wspolpracownicy (2022), wykazali,
ze dieta bogata w kwas oleinowy prowadzi do przebudowy profilu lipidéw gromadzonych
w kroplach lipidowych komorek ziarnistych i obnizenia wydajnos$ci steroidogenezy. Rowniez
sama dieta wysokotluszczowa, nawet bez wywotania otylosci, sprzyja zwigkszonemu
odktadaniu lipidéw w jajniku (Hohos i in., 2019).

W celu identyfikacji molekularnych markerow potencjalnie przekazywanych pomigdzy
pokoleniami w nastepstwie niedozywienia matki w czasie laktacji, przeprowadzono analize
roznic w ekspresji genow pomiedzy grupami LL i LC a grupag CC. Poszukiwano przy tym
gendéw wspolnych z wytypowanymi w porownaniu LUN vs. CON. Liczba takich genow byta
wyraznie wigksza w grupie LL niz w LC, co moze sugerowac silniejszy efekt programowania
zywieniowego, gdy oboje rodzicéw posiadato historie stresu zywieniowego w okresie
postnatalnym. Wsrod gendw o utrzymujacej si¢ zmienionej ekspresji W pokoleniu F2 znalazty
si¢ miedzy innymi Cesld oraz Ceslf, ktorych nadekspresja, jak opisano wcze$niej, moze
wigzaé si¢ ze zwigkszong mobilizacja lipidow w jajnikach. Cho¢ analiza GO w pokoleniu F2
nie wykazata tak wyraznej nadreprezentacji proceséw zwigzanych z metabolizmem lipidow jak
w F1, obecnos¢ trwatych zmian w ekspresji Cesld i Ceslf moze stanowi¢ molekularny $lad
wczesnego programowania Zywieniowego.

5.5. Matczyne niedozywienie w okresie laktacji zmienia profil
bioenergetyczny oocytow potomstwa

Potencjat rozwojowy oocytow jest jednym z kluczowych czynnikow determinujacych sukces
rozrodczy. Cho¢ nie wszystkie mechanizmy lezace u podstaw kompetencji rozwojowej
komorki jajowej zostaly dotychczas poznane, wiadomo, Ze jest ona $ci§le zwigzana
metabolizmem i stanem bioenergetycznym oocytu (Sirard, 2011). Wyniki RNA-seq opisane
W poprzednim podrozdziale dostarczyty przestanek do poglebionej oceny parametrow
zwigzanych z wytwarzaniem i przetwarzaniem energii w oocycie. W pokoleniu F1 odnotowano
istotne zmiany w profilu bioenergetycznym oocytow samic LUN. Obserwowano zwigkszong
akumulacje lipidow — zaréwno w postaci wiekszej liczby kropli lipidowych, jak i podwyzszone;j
fluorescencji barwnika BODIPY — a takze podwyzszony potencjat btony mitochondrialnej oraz
wyzszy wskaznik redoks (ORR) w warunkach podstawowych, bez dodatkowej stymulacji.
Gdy zastosowano rozne stezenia pirogronianu, oocyty LUN nie wykazywaty wzrostu ORR
przy jego niskim stezeniu, dopiero przy najwyzszej dawce odpowiedz w zakresie ORR byta
wigksza niz w grupie kontrolnej.

Akumulacja lipidow w oocytach moze peic role rezerwy substratowej, jednak ich nadmiar
bywa zwigzany z ryzykiem lipotoksycznosci (Wu i in., 2010). W prezentowanych wynikach
brak réznic w poziomie ROS pomigdzy grupami nie potwierdza jednak scenariusza
lipotoksycznosci. Zamiast tego wyniki sugeruja, ze w oocytach samic LUN doszto
do przeprogramowania metabolicznego, w ktorym komorki preferencyjnie wykorzystujg

133



trojglicerydy zmagazynowane w kroplach lipidowych w procesie B-oksydacji. Interpretacje
te wspierajag zarowno wyniki RNA-seq calych jajnikoéw, jak i obserwowany wzrost MMP
w oocytach oraz podwyzszenie ORR dopiero przy wyzszych stgzeniach pirogronianu,
co wskazuje na zmniejszong zalezno$¢ energetyczna od tego substratu. Dodatkowym
argumentem przemawiajacym za tg interpretacja jest obecno$¢ wigkszej liczby mniejszych
kropli lipidowych w oocytach samic LUN, ktére moga by¢ ftatwiej mobilizowane
do B-oksydacji. Cho¢ nie odnotowano wzrostu catkowitego poziomu ATP w komorkach,
co mogloby by¢ oczekiwanym nastgpstwem nasilonego utleniania kwasow tluszczowych,
uzyskane wyniki moga S$wiadczy¢é o adaptacyjnej roli tego procesu, ukierunkowanej
na utrzymanie rownowagi redoks oraz ograniczenie stresu oksydacyjnego.

Opisane wyniki sg spdjne z doniesieniami wskazujacymi, ze zaréwno sktad diety, jak i sposéb
odzywiania rodzicéw wptywaja na metabolizm i bioenergetyke komorek jajowych. W modelu
otytosci jednoznacznie wykazano negatywne skutki diety wysokottuszczowej, obejmujace
zmiany ultrastruktury mitochondriow, ich dysfunkcje oraz wzrost poziomu ROS (Saben i in.,
2016; Xhonneux 1 in., 2023). W modelach niedozywienia wykazano natomiast, Zze nawet
krotkotrwaty niedobor biatka na etapie dojrzewania oocytu wystarcza, by wptyna¢ na rozwoj
potomstwa, co potwierdza wyjatkowa wrazliwos¢ komorki jajowej na sygnaly zywieniowe
(Watkins 11n., 2008). W kolejnych badaniach wskazano, ze restrykcja biatka obejmujaca okres
dojrzewania pecherzykéw od stadium pierwotnego do przedowulacyjnego prowadzi do zmian
w ultrastrukturze mitochondriow w COCs oraz do modyfikacji ekspresji gendw zwigzanych
Z biogeneza mitochondriéow (Schutt i in., 2019). Wu i wspotpracownicy (2010) wykazali,
ze dieta wysokotluszczowa sprzyja akumulacji kropli lipidowych w obrgbie COCs,
przy jednoczesnym obnizeniu MMP oraz wzrodcie apoptozy w komodrkach granulozy
I komorkach wienica promienistego.

Szczegolnie istotne dla modelu zastosowanego w niniejszej pracy jest okno programowania
podczas laktacji. Najnowsze badania u myszy wykazaly, ze niska podaz biatka ograniczona
wytacznie do okresu laktacji u matek FO prowadzi do zmniejszenia owulacji 1 liczebnosci
miotow w pokoleniu F1, a w oocytach F1 obserwuje si¢ zmiany metylomu 1 transkryptomu,
ktore czgsciowo utrzymuja si¢ w pokoleniu F2 (Gu 1 in., 2024). Wielopokoleniowe efekty
opisane w niniejszej pracy wpisuja si¢ w koncepcj¢ epigenetycznego ,,ustawienia” punktu pracy
oocytu, rozumianego jako uksztattowanie podstawowych parametréw regulacyjnych komorki
jajowej podczas jej dojrzewania pod wpltywem warunkéw metaboliczno-hormonalnych.
Dodatkowego wsparcia dla tej hipotezy dostarczaja badania niedozywienia in utero, w ktérych
zaburzenia metaboliczne obserwowane w pokoleniu F1 byly przekazywane do F2 poprzez
zmiany metylacji w oocytach F1, wzmacniajac zatozenie, ze oocyty moga petni¢ funkcje
nos$nika pamie¢ci zywieniowej (Tang 1 in., 2023).

W niniejszej pracy najwicksze zmiany w zakresie bioenergetyki oocytu w pokoleniu F2
zaobserwowano u potomstwa obojga niedozywionych rodzicéw (grupa LL). Oprocz
zwickszonej akumulacji lipidow stwierdzono u nich wyzszy MMP, nizszy poziom ROS oraz
obnizong autofluorescencj¢ NADPH i FAD przy jednoczesnie wyzszym wskazniku ORR
w porownaniu do grupy CC. Taki profil metaboliczny sugeruje intensywne wykorzystanie
lipidow jako substratow energetycznych oraz aktywne funkcjonowanie systemow
antyoksydacyjnych. Z jednej strony moze on stanowi¢ adaptacyjny stan przygotowujacy oocyt
do wysokich wymagan energetycznych zwigzanych z zaptodnieniem i wczesnym rozwojem
zarodka, z drugiej — potencjalnic odzwierciedla¢ zwigkszone obcigzenie metaboliczne,
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ktore w dluzszej perspektywie mogloby pogarsza¢ jako$¢ oocytu. W s$wietle wynikow
dotyczacych zachowanej ptodnosci samic LL bardziej prawdopodobna wydaje si¢ jednak
interpretacja adaptacyjna.

Poréwnanie grup LC i LL wskazuje ponadto, ze w pierwszym przypadku obserwowane zmiany
sa nakierowane gléwnie na zwigkszenie rezerw energetycznych w oocycie (wyzsza
fluorescencja BODIPY w grupie LC), natomiast w drugim obejmuja glebsze, bardziej ztozone
przeprogramowanie metaboliczne. Niemniej jednak pelne potwierdzenie zaproponowanych
mechanizmow — w szczegdlnosci bezposredniego udziatu [3-oksydacji oraz epigenetycznych
zmian regulujagcych metabolizm oocytu — wymaga dalszych, ukierunkowanych badan
funkcjonalnych.

5.6. Wczesny stres zywieniowy zmienia przestrzenny rozklad ekspresji
transkryptow i bialek w podwzgorzu

Zgodnie z doniesieniami Kaczmarek i wspotpracownikow (2016) postnatalny stres zywieniowy
u samic LUN prowadzi w podwzgorzu do spadku ekspresji genu Kissl, co wskazuje na
zaburzenie funkcji uktadu kisspeptynowego, bedacego centralnym elementem regulacji
neuroendokrynnej funkcji rozrodczych. Wynik ten pozostaje spojny z danymi dotyczacymi
programowania osi rozrodczej w nastgpstwie niedozywienia matki (Iwasa 1 in., 2010;
Castellano in., 2011). W niniejszej pracy, postanowiono przyjrzeé si¢ doktadniej neuronom
kisspeptynowym wykorzystujac hybrydyzacje in situ, jednak nie stwierdzono réznic w liczbie
komorek eksprymujacych transkrypt Kissl w obrebie analizowanych obszarow podwzgorza —
AVPV/PeN oraz ARC, co potwierdzono réwniez na poziomie biatka u zwierzat
transgenicznych (tdTomato+). Wykazano natomiast istotne obnizenie zageszczenia sygnatu
transkryptu Kiss1 w obrgbie AVPV/PeN, co jest odzwierciedleniem nizszego poziom ekspresji
mMRNA w pojedynczych neuronach i pozostaje w zgodzie z wynikami Aguiar
i wspolpracownikow (2025). Obnizona ekspresja Kissl na poziomie pojedynczych neuronéw
w AVPV/PeN jest spojna z fenotypem opdznionego dojrzewania ptciowego samic LUN 1 moze
wskazywac¢ na ostabiong aktywacj¢ osi HPG w okresie okotopokwitaniowym. Z zatozeniem
tym nie w pelni koresponduje jednak brak istotnych réznic migdzy grupami w liczbie komorek
tdTomato+ w AVPV/PeN. Cho¢ w grupie LUN obserwowano bardziej jednorodny rozktad
liczby tych komoérek pomiedzy osobnikami, z tendencja do nizszych wartosci wzgledem grupy
kontrolnej, duza zmiennos$¢ w grupie CON, utrudnita jednoznaczng interpretacj¢ tych wynikow.

Ze wzgledu na znang regulacje ekspresji kisspeptyny przez E2, zardwno przed osiggnigciem
dojrzatosci plciowej, jak i u samic cyklicznych (Smith i in., 2005; Clarson i in., 2009),
uzasadnione byto przeanalizowanie w podwzgorzu ekspresji receptora estrogenowego — ERa
(Esrl). Dodatkowym argumentem przemawiajacym za wykonaniem tych analiz byt fakt,
ze ERa uznawany jest za istotny mediator efektow programowania zywieniowego (Roepke
i in., 2017). Analiza hybrydyzacji in situ nie wykazala istotnych réznic pomigdzy grupami
w liczbie komorek Esrl+ i liczbie transkryptow Esrl przypadajacych na komoérke w 21 dniu
zycia. Natomiast, analizy immunofluorescencyjne ujawnity zwigkszong liczbe komorek
zekspresja ERa u samic LUN w obrgbie AVPV/PeN, co wpisuje si¢
w mechanizm kompensacyjny ukierunkowany na wzmocnienie sygnalizacji estrogenowej oraz
aktywacje osi HPG.

Nalezy podkresli¢, ze obecno$¢ transkryptu nie zawsze przektada si¢ bezposrednio na poziom
funkcjonalnego biatka, a nawet niewielka liczba kopii mRNA moze wystarczy¢ do utrzymania
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wykrywalnej ilosci ERa w jadrze. Obserwowane rozbieznosci najprawdopodobniej wynikajg
Z r6znic w czuto$ci i charakterze zastosowanych metod — RNAscope, umozliwiajacej detekcje
i lokalizacje transkryptu oraz immunofluorescencji, obrazujacej poziom i intensywnos$¢ sygnatu
docelowego biatka rozpoznawanego przez swoiste przeciwciata. Wyniki te nie musza by¢
sprzeczne, lecz wskazuja, ze zmiany w przekaznictwie estrogenowym u samic LUN moga
przebiega¢ subtelnie i na réznych poziomach regulacji — od transkrypcji, przez translacje,
po stabilnos$¢ bialtka.

Dodatkowe analizy hybrydyzacji in situ objely ocene wspotekspresji Kissl, Tac2 i Pdyn
(markeré6w neuronow KNDy) oraz ekspresji Lepr w ARC. Nie stwierdzono istotnych réznic
pomiedzy grupami w liczbie neuronéw KNDy. Zauwazono jednak, ze sygnaty Kissl i Tac2
niemal w catosci kolokalizowaly w tych samych komdrkach, podczas gdy tylko okoto potowa
komorek Kissl+ wykazywata ekspresje Pdyn w obu badanych grupach. Taki wzorzec ekspresji
W 21 dniu zycia moze odzwierciedla¢ rozwojowe dojrzewanie uktadu kisspeptynowego,
gdyz u dorostych samic prawie wszystkie komorki Kiss1+w ARC wykazuja juz ekspresje genu
kodujacego prodynorfing (Navarro i in., 2009).

Analiza ekspresji transkryptu Lepr wykazata zaréwno wzrost liczby komorek Lepr+,
jak i zwigkszone zageszczenie sygnatlu w ARC samic LUN. Zwigkszona ekspresja receptorow
leptyny w tym obszarze moze $wiadczy¢ o kompensacyjnym wzro$cie wrazliwo$ci neuronow
podwzgdérza po ostabieniu sygnatu leptynowego w okresie laktacji, co potwierdzaja
wczesniejsze badania wskazujace, ze zaburzenia w wystgpieniu poporodowego Wzrostu
poziomu leptyny trwale zmieniaja rozwoj 1 wrazliwos¢ neuronéw podwzgorza
(Bouret i wsp., 2010; Cottrell i wsp., 2011). W koncepcji ,,metabolicznego bramkowania” osi
HPG wzrost ekspresji Lepr moze obniza¢ prog energetyczny potrzebny do inicjacji aktywnos$ci
osi HPG, ale jednoczesnie sprzyja¢ mniej stabilnemu wej$ciu w pokwitanie 1 nieregularno$ci
pierwszych cykli rujowych obserwowanych u samic LUN.

Poza neuronami Kissl+ istotng role w regulacji osi HPG odgrywajg rowniez inne populacje
podwzgorzowe, w tym neurony POMC w ARC, bedace bezposrednim celem dziatania leptyny
i insuliny (Cheung i in., 1997; Benoit i in., 2002). Wykazano, ze integracja sygnatow
metabolicznych przez neurony POMC jest niezbedna dla utrzymania prawidtowej ptodnosci —
u myszy pozbawionych receptorow leptyny i insuliny w neuronach POMC obserwuje si¢
wydtuzone cykle rujowe, zatrzymanie wzrostu pecherzykéw jajnikowych, hiperandrogenemie
oraz bezptodnos¢ (Hill 1 in., 2010). Co istotne, neurony kisspeptynowe komunikujg si¢
zneuronami POMC (Backholer i in, 2010; Fu i wvan den Pol, 2010),
a Kaczmarek i wspotpracowanicy (2016) wykazali, ze ekspresja genu Pomc ulega obnizeniu
W podwzgorzu samic LUN w 21 dniu zycia. Wyniki te dodatkowo wskazuja na mozliwy
kompensacyjny charakter zwigkszonej ekspresji Lepr w ARC.

Profil transkrypcyjny podwzgorza samic LUN, opisany przez Kaczmarek i wspotpracownikéw
(2016) wskazat rowniez wzrost ekspresji nastepujacych genéw — Slcl7a7, Cck, Calca, Gabrd
oraz  Prkcd, sugerujac  zwigkszong  aktywno$¢ neuronow  glutaminergicznych
1 peptydergicznych przy réwnoczesnym nasileniu przewodnictwa GABA-ergicznego. Taka
zmiana rownowagi pobudzeniowo-hamujacej moze odzwierciedla¢ funkcjonalng przebudowe
sieci podwzgdérzowych w odpowiedzi na wczesny stres metaboliczny. Aby jednak w pelni
zrozumie¢ znaczenie tych zmian, konieczne sa dalsze badania funkcjonalne, poniewaz
w neuronach GnRH sygnalizacja przez receptor GABA-A ma charakter depolaryzujacy
i sprzyja aktywacji tych komoérek (Moenter i DeFazio, 2005).
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Podsumowujac przedstawione powyzej Wyniki wydaje sie, ze wczesny stres zywieniowy nie
prowadzi do prostego zahamowania osi HPG, lecz do jej funkcjonalnego ,,przestrojenia”,
obejmujacego zmiany w integracji sygnatow metabolicznych i rozrodczych na poziomie
podwzgorza.

5.7.  Weczesny stres zywieniowy zaburza leptynozalezna stymulacje¢ rozwoju
projekcji neuronow ARC

Wzrost poziomu leptyny w osoczu w krytycznym okresie postnatalnym jest nie tylko sygnatem
metabolicznym modyfikujacym ekspresje genow oraz biatek, lecz pelni takze funkcje
neurotroficzng, ksztattujac rozwoj potaczen neuronalnych wychodzacych z ARC. Pionierskie
prace Sébastiena G. Boureta (Bouret i in., 2004a; 2004b) wykazaty, ze projekcje z ARC
do kluczowych osrodkéw podwzgorza powstaja u myszy po urodzeniu, w $ci§le okreslonych
oknach rozwojowych, przy czym cze¢s¢ z nich ujawnia si¢ dopiero w 12 dniu zycia (Bouret i in.,
20044a). Brak leptyny u myszy ob/ob prowadzi do trwatego zubozenia tych projekcji, natomiast
podanie leptyny w okresie postnatalnym, gdy w fizjologicznych warunkach obserwujemy jej
wysoki poziom, przywraca prawidlowa architekture potaczen. Natomiast, stymulacja leptyna
myszy ob/ob w wieku dorostym nie odwraca powstalego defektu na poziomie podwzgorza.
Dane in vitro potwierdzajg ponadto, ze leptyna bezposrednio stymuluje wzrost aksonow
neuronéw ARC (Bouret i in., 2004b).

Biorac pod uwage powyzsze doniesienia, W niniejszej pracy przeprowadzono doswiadczenia
z wykorzystaniem fragmentéw ARC pobranych od samic w 8 dniu zycia — w okresie
intensywnego wzrostu i remodelowania projekcji wychodzacych z ARC. Wykazano,
ze W grupie LUN leptynozalezny wzrost aksonalny catej populacji neuronéw ARC byt istotnie
ostabiony w poréwnaniu z grupg kontrolng.

W przypadku samic LUN neurony kispeptynowe cechowaty si¢ wolniejszym tempem wzrostu
w porownaniu z innymi populacjami neuronalnymi ARC, przy czym leptyna zachowywata
wobec nich dziatanie stymulujace. Interpretacje tych wynikéw utrudnita jednak zaskakujaca
obserwacja niewielkiego wzrostu liczby neuronéw kispeptynowych u samic z grupy CON,
co uniemozliwito przeprowadzenie analiz w tej grupie.

Mozna przypuszcza¢, ze u samic LUN neurony Kkisspeptynowe pozostaja opoznione
rozwojowo, co skutkuje ich wyzszg bazowg zdolnoscig do wzrostu w analizowanym przedziale
czasowym. Natomiast u samic kontrolnych najbardziej intensywny okres rozwoju projekcji
neurondéw kisspeptynowych w rejonie ARC mogt juz ulec wygaszeniu. Warto podkreslic,
ze byla to pierwsza ocena wzrostu neurondéw kisspeptynowych w okresie postnatalnym
u myszy. Brak systematycznych badan opisujacych dynamike wzrostu neurondéw
kisspeptynowych w ARC w okresie wczesnego rozwoju podkresla nowatorski charakter
wynikow uzyskanych w niniejszej pracy.

Zaobserwowany u samic LUN spadek wrazliwosci ogodlnej populacji neurondow ARC
na stymulacj¢ leptyna wpisuje si¢ w szersze doniesienia wskazujace, ze postnatalne warunki
zywieniowe trwale ksztaltuja plastycznos¢ obwodoéw podwzgorza. Decourtye-Espiard
I wspotpracownicy (2023) potwierdzili bezposrednia, neurotroficzng role leptyny w regulacji
wzrostu aksonow neuronéw ARC. W modelu niedozywienia opartym na zwigkszeniu
liczebnosci miotu, neurony ARC mlodych wykazywaty obnizong wrazliwos$¢ na leptyng przy
analizie catej populacji (barwienie neurofilamentéw). Po rozdzieleniu typdéw neuronalnych
ujawniono jednak efekt selektywny — spadek wrazliwosci neuronéw GHRH (ang. growth
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hormone-releasing hormone) przy braku istotnych zmian w populacji neuronéw AgRP
(ang. agouti-related peptide). Inne wyniki uzyskano w modelu szczuréw podatnych na otytosé,
gdzie we wezesnym okresie zycia (PND6) stymulacja leptyng nie indukowata wzrostu aksonéw
neuronéw ARC (Bouret i in., 2008). Natomiast w badaniach Bouret’a i wspotpracownikow
(2008) wykazano, ze opornos¢ na leptyne juz w Okresie noworodkowym wigze si¢
z nieprawidlowym uksztattowaniem projekcji ARC (populacje AgRP i a-MSH), co pozostaje
widoczne réwniez u dorostych szczuréw. Z perspektywy funkcji rozrodczych szczegdlnie
istotne jest, ze w modelu zwigkszonej liczebnosci miotu u dorostych samic myszy stwierdzono
zmniejszong gestosci projekcji kisspeptynowych biegnacych do obszaru przedwzrokowego
podwzgorza (Caron i in., 2012).

Lacznie doniesienia innych badaczy oraz wyniki uzyskane w niniejszej pracy wspierajg model,
w ktorym postnatalny rozwoj projekcji neuronow ARC jest sterowany przez leptyng i podatny
na programowanie zywieniowe, co moze mie¢ dlugofalowe konsekwencje zarowno
dla regulacji bilansu energetycznego, jak i dla inicjacji oraz stabilno$¢ funkcji rozrodczych
w dorostosci — nawet przy braku bezposrednich zmian liczby neurondéw Kisspeptynowych
w ARC.

5.8. Potencjalne mechanizmy programowania osi HPG przez wczesny stres
zywieniowy

Dane dostepne w literaturze naukowej, a takze wyniki niniejszej pracy wskazuja, ze leptyna
moze by¢ jednym z kluczowych mediatoréw programowania osi HPG. Fizjologiczny wzrost
obwodowego stezenia leptyny w okresie postnatalnym petni rol¢ neurotroficzng i warunkuje
prawidlowe ksztaltowanie projekcji podwzgorzowych, w tym tych wychodzacych z ARC
(Bouret i in. 2004a; 2004b). Jako sygnat zasobow energetycznych organizmu leptyna informuje
osrodki podwzgorzowe o stanie odzywienia, a odpowiednia wrazliwo$s¢ neuronéw na ten
hormon jest niezbedna do zachowania prawidtlowych funkcji rozrodczych (Chehab i in., 1996;
Ahimaiin., 1997).

Role leptyny w programowaniu zywieniowym podkresla dodatkowo zwigkszona ekspresja
genu kodujacego receptor leptyny (Lepr) w ARC samic LUN, co moze by¢ przyktadem
kompensacyjnego uwrazliwienia neuronéw na ten hormon po wczesnej hipoleptynemii.
Co wigcej, niedobdr Iub zakldcenie sygnalizacji leptyny we wczesnym okresie zycia moze
sprzyja¢ zwigkszonej akumulacji trojglicerydow w tkankach, poniewaz hormon ten hamuje
lipogenezg i przesuwa metabolizm w kierunku utleniania kwasoéw ttuszczowych (Martinez-Ufa
i in., 2020). Dotychczasowe dowody na istnienie takiego mechanizmu dotyczg jednak gtownie
watroby i1 migéni, natomiast rola leptyny w regulacji metabolizmu lipidow w jajniku pozostaje
stabiej scharakteryzowana. Mozna jedynie przypuszczac, ze zaktocenie sygnalizacji leptynowej
w krytycznym oknie rozwoju predysponuje samice LUN do trwalego przeprogramowania
metabolizmu lipidow w tej tkance.

Aby rozstrzygnac, czy to niedobor leptyny stanowi czynnik sprawczy obserwowanych efektow
niedozywienia, zasadne byloby przeprowadzenie doswiadczenia z suplementacja samic LUN
leptyna w krytycznym oknie rozwojowym, zbiegajacym si¢ z fizjologicznie wysokim
stezeniem tego hormonu w osoczu samic kontrolnych. Taki eksperyment, zakonczony oceng
funkcji rozrodczych, organizacji szlakéw podwzgdorzowych, profilu lipidowego jajnika oraz
steroidogenezy, pozwolitby zweryfikowaé, czy przywrdcenie sygnalu leptynowego

138



we wilasciwym momencie zapobiega utrwaleniu niekorzystnych skutkéw programowania
Zywieniowego.

Przy interpretacji uzyskanych wynikow nalezy uwzgledni¢ fakt, ze czgs¢ efektow
obserwowanych u samic LUN moze wynika¢ z ogdlnego zahamowania wzrostu organizmu,
W tym z mniejszych rozmiaréow jajnikow. To tlumaczyloby spadek potencjatu rozrodczego
obserwowany w p6zniejszym wieku reprodukcyjnym (okoto 6 miesigca zycia). Brak danych
dotyczacych liczby pecherzykéw pierwotnych ogranicza site wnioskowania, niemniej jednak
najbardziej prawdopodobne wyjasnienia obejmuja zawezong rezerwe jajnikowag i/lub
zaburzenia rekrutacji oraz dojrzewania pecherzykoéw jajnikowych.

Najsilniejsze efekty programowania zywieniowego, najlepiej odpowiadajace definicji tego
zjawiska, zaobserwowano na poziomie komorek jajowych. Przeprogramowanie metabolizmu
oocytdow obejmowalo zmiany w gospodarce lipidowej oraz bioenergetyce mitochondriéw,
ktore byty widoczne w pokoleniu F1 i czgsciowo utrzymywaty sie¢ w pokoleniu F2. Najwigksza
skalg zmian odnotowano w grupie LL, w ktorej naktadat si¢ wptyw historii stresu
zywieniowego obojga rodzicow. Dotychczasowe doniesienia potwierdzaja, ze sposob zywienia
matki w cigzy lub podczas laktacji moze modulowaé metabolizm potomstwa az do pokolenia
F2 (Gu i in., 2024; Tang i in., 2023). Jednak obserwowane efekty moga by¢ konsekwencja
zarowno zmian epigenetycznych, modyfikacji srodowiska macicy, jak i zmian w sktadzie
mleka matczynego (Gonzalez-Recio i in. 2012; Aiken i in., 2016; Chu i in., 2016).

Rownolegle w dotychczasowych doniesieniach wykazano, ze dieta ojca wptywa na stan
metaboliczny potomstwa zard6wno W oparciu 0 mechanizmy epigenetyczne, jak i modyfikacje
sktadu plazmy nasienia (Watkins i in., 2018). Wyniki Tomar i wspotpracownikow (2024)
dodatkowo podkres$laja znaczenie stanu zdrowia ojca w chwili poczecia i wskazujg na rolg
mitochondrialnych tRNA przenoszonych przez plemniki w przekazywaniu niekorzystnych
efektow na kolejne pokolenia.

Obserwacje poczynione w niniejszej dysertacji wpisuja si¢ w koncepcje addytywnosci efektéw
rodzicielskich, wezesniej opisang zarowno w interwencjach prozdrowotnych, jak i w modelach
otytosci (McPherson in., 2015; Zheng 1 in., 2020; Ramadan 1 in., 2023). Najistotniejsze
odchylenia w parametrach dojrzewania, masy ciala oraz ekspresji genow w jajnikach
odnotowano wilasnie w grupie LL, co dodatkowo przemawia za sumowaniem si¢ sygnatow
pochodzacych od obojga rodzicow. Wyniki te wskazujg, ze skuteczna prewencja
niekorzystnych fenotypéw u potomstwa powinna obejmowac zmian¢ sposobu odzywiania
obojga rodzicow, a nie wylacznie matki, oraz uwzgledniaé znaczenie zywienia juz
na najwczesniejszych etapach zycia.

Aby jednoznacznie oddzieli¢ wptyw Srodowiska matczynego od czynnikdéw dziedzicznych
(epigenetycznych), nalezatoby zaplanowaé¢ dwa uzupelniajace eksperymenty: (I) transfer
zarodkéw — w celu ograniczenia oddziatywan ze strony tozyska podczas cigzy oraz (II)
krzyzowe wychowanie (ang. cross-fostering) — w celu kontroli wptywu sktadu mleka i opieki
matki we wczesnym okresie postnatalnym. Dla wyodrebnienia wktadu ojcowskiego zasadne
bytoby takze wprowadzenie grupy CL, w ktorej matka pochodzitaby z grupy kontrolnej,
a ojciec z grupy LUN. Dodatkowo eksperyment z zaplodnieniem in vitro, polaczony
z transferem zarodkoéw do samic krytych wazektomizowanymi samcami z przeciwnej grupy
pozwolitby oddzieli¢ epigenetyczne efekty pochodzace z plemnika od wplywu sktadnikow
plazmy nasienia.
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Podsumowujac, obserwowane efekty w pokoleniach F1 i F2 wskazuja, ze niedozywienie
we wczesnym okresie zycia prowadzi do wielopoziomowego przeprogramowania potomstwa,
obejmujacego zmiany we wzrastaniu i dojrzewaniu, modulacj¢ funkcji osi HPG oraz giebokie
modyfikacje metaboliczne oocytu. Czes$¢ efektoéw obserwowanych w pokoleniu F2 moze mie¢
podloze epigenetyczne, na co wskazuje nasilenie zmian w grupie LL, jak i odnotowane w tej
grupie réznice w ekspresji genu Dnmt3a kodujacego jedng z metylotransfeaz. Obserwacje te sg
szczegoOlnie wazne, poniewaz utrwalone zmiany w oocytach samic F2 moga potencjalnie
modulowaé metabolizm i funkcje rozrodcze kolejnych pokolen. Taki model programowania
zywieniowego potwierdza istnienie krytycznych okien rozwojowych, w ktorych odpowiednie
odzywianie rodzicéw oraz srodowisko sprzyjaja ksztaltowaniu zdrowia potomstwa na cate
zycie.

5.9. Ograniczenia metodologiczne pracy i dalsze kierunki badan

Jednym z ograniczen niniejszej rozprawy jest skala pomiaru zastosowana w niektérych
doswiadczeniach. Analiza ekspresji geno6w na poziomie catych struktur (np. catego jajnika)
moze maskowac efekty subtelne, swoiste dla danych populacji komoérek. W przysztych
badaniach zasadne bedzie zatem mapowanie wytypowanych markeréw w precyzyjnie
zdefiniowanych populacjach komorek, takich jak komorki ziarniste i komorki ostonki. Warto
réwniez rozszerzy¢ analizy parametrow rozrodczych na pdzniejszy okres zycia (po 6 miesigcu
zycia), poniewaz samice LUN w wieku 2-3 miesiecy nie odstawaty znaczaco potencjalem
rozrodczym od kontroli. Moze to wskazywac na istnienie mechanizméw kompensacyjnych,
ktore umozliwiaja czasowe utrzymanie prawidtowych funkcji rozrodczych.

Wyniki uzyskane dla komorek jajowych wskazuja na okreslony kierunek programowania
metabolicznego wywotanego wczesnym stresem Zywieniowym, jednak nie pozwalaja
na rekonstrukcje jednoznacznej ,,mapy metaboliczne]” oocytu. Brakuje migdzy innymi
kluczowych dla B-oksydacji oraz gospodarki acylo-CoA pomiar6éw, takich jak na przyktad
ocena ekspresji genow Cptla, Cptlb, Cpt2, Hadha, czy Hdhb. Uzupeieniem tych analiz
powinno by¢ roéwniez przeprowadzenie testow zalezno$ci metabolicznej od okreslonych
substratow (np. z wykorzystaniem analizatora Seahorse). A dodatkowe rozszerzenie badan
0 profil lipidowy oocytu pozwolitoby jeszcze lepiej powigzaé metabolizm lipidow
z kompetencja rozrodcza samic.

Podejscie zastosowane w niniejszej pracy dostarczyto gtownie posrednich wskazowek
0 mozliwych regulacjach epigenetycznych. Obserwowano zmiany ekspresji gendéw
metylotransferaz DNA, ale nie analizowano map metylacji DNA (5mC/5hmC) ani modyfikacji
histonow w konkretnych populacjach komoérek. Tego rodzaju dane bytyby kluczowe dla
jednoznacznego powigzania wczesnego stresu zywieniowego z trwalg, epigenetyczng
modulacjg szlakow metabolicznych i rozrodczych.

Jednym z ograniczen niniejszej pracy pozostaje sporadycznie wystepujaca niska liczebnosé
grup w niektorych doswiadczeniach, co moglo obniza¢ moc statystyczng analiz 1 zwigkszac
ryzyko uzyskania wynikéw granicznych. Wynikalo to z wdrozenia zasady 3R,
a takze z czasochtonno$ci oraz zlozonosci niektérych zastosowanych metod. W celu
ograniczenia ryzyka btednej interpretacji wynikdw przy matych prébach kazdorazowo
weryfikowano spelnienie zatozen testow parametrycznych, a w przypadku mniejszych
liczebnosci wyniki dodatkowo potwierdzano analiza nieparametryczng (zgodnie z opisem
w sekcji 3.10). Przy bardzo matych liczebnosciach stosowano wylacznie metody
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nieparametryczne. Pomimo ograniczonej liczby osobnikow w cze$ci doswiadczen,
konsekwentnie dbano o to, aby pochodzity one z réznych miotow, co pozwalalo uchwycic¢
mozliwie szerokg zmienno$¢ biologiczng i ograniczy¢ wptyw efektu miotu.

Mimo wymienionych ograniczen, wyniki niniejszej pracy tworzg solidng podstawe
do wyznaczenia nowych, obiecujacych kierunkow badan. W szczegolnosci uzasadnione wydaje
si¢ poglebienie analizy S$rodowiska matczynego, obejmujace ocene profilu ekspresji
genow/biatek W macicy oraz analiz¢ funkcji tozyska. Doniesienia o zmianach na poziomie
tozyska obserwowanych u corek matek niedozywionych w okresie laktacji (np. Musha i in.,
2011) dodatkowo wzmacniaja zasadnos¢ tego podejscia. Istotnym kierunkiem przysztych
badan pozostaje rowniez doktadniejsze rozdzielenie wkladu matczynego i ojcowskiego
w obserwowane efekty programowania zywieniowego. Wreszcie rozszerzenie obserwacji
na kolejne pokolenia (F3 i dalsze) pozwoliloby okresli¢ zasieg oraz trwato$¢ skutkow
niedozywienia w okresie laktacji, a tym samym precyzyjniej zdefiniowa¢ mechanizmy lezace
u podstaw dtugofalowych skutkow programowania zywieniowego na wczesnych etapach
rozwoju postnatalnego.
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6. Podsumowanie i wnioski

Przedtozona rozprawa dowodzi, ze niedozywienie matki w czasie laktacji — okresie
0 szczegbdlne wysokiej plastycznosci rozwojowej — inicjuje przeprogramowanie osi HPG
potomstwa pfici zenskiej u myszy. Zidentyfikowane zmiany majg charakter wielopoziomowy
I obejmujg przede wszystkim podwzgoérze oraz gonady, a takze uklad endokrynny.
Czes$¢ efektow zostata utrwalona na przestrzeni pokolen, szczeg6lnie gdy oboje rodzicéw byto
narazonych na stres zywieniowy na wczesnym etapie zycia. Praca ta stanowi pierwszg tak
kompleksowa demonstracje rozlegtych skutkéw niedoborow zywieniowych matek w okresie
laktacji w krytycznym postnatalnym oknie programowania rozwojowego potomstwa oraz
wskazuje nowe Kierunki badan zmierzajace do wyjasnienia molekularnych mechanizmow
programowania zywieniowego W perspektywie wielopokoleniowej.

W szczegolnosci w niniejszej rozprawie wykazano, ze:

1. Samice bedace potomstwem matek niedozywionych w czasie laktacji (LUN) w 21 dniu
zycia charakteryzowaty si¢ nizsza masg ciala — zarowno tluszczowa, jak i beztluszczowa
— w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych. Obnizona masa ciata utrzymywata si¢ takze
w dorostosci.

2. Samice LUN osiagaty dojrzatos¢ ptciowa zdecydowanie pozniej niz samice kontrolne,
a wraz z wiekiem wykazywaty postepujacy spadek wydajnosci rozrodczej.

3. Zaburzeniom funkcji rozrodczych u samic LUN towarzyszyly zmiany hormonalne:
obnizony poziom leptyny i androstendionu oraz podwyzszony poziom LH w 21 dniu
zycia (PND21), a takze obnizony poziom progesteronu u osobnikéw dojrzatych
ptciowo. Roéwnolegle obserwowano zaburzenia folikulogenezy — mniejsza liczbe
pecherzykow antralnych w PND21 oraz redukcje liczby pecherzykéw drugorzedowych
1 antralnych u dojrzatych ptciowo samic wzgledem grupy kontrolne;.

4, W 21 dniu zycia u samic LUN wykryto znaczace przestrojenie profilu
transkryptomicznego jajnika, obejmujace szlaki metabolizmu lipidéw i steroidogenezy,
a takze geny kodujace metylotransferazy DNA.

5. W oocytach pobranych od samic LUN odnotowano cechy zmienionej aktywnosci
metabolicznej wzgledem zwierzat kontrolnych — wiekszg liczbe kropli lipidowych,
nasilony potencjal btony mitochondrialnej, podwyzszenie wskaznika redoks (ORR)
w warunkach bazowych i jego wzrost dopiero w odpowiedzi na podanie wyzszych
stezen pirogronianu.

6. Na poziomie podwzgorza w 21 dniu zycia w grupie LUN stwierdzono obnizong
ekspresje Kissl w AVPV/PeN oraz podwyzszong ekspresje genu Lepr w ARC;
réwnoczes$nie na poziomie biatka obserwowano zwigkszong ekspresje receptora ERa
w AVPV/PeN wzgledem grupy kontrolne;.

7. Neurony ARC pobrane od samic LUN w oknie postnatalnym o najwickszej wrazliwosci
na leptyne (PND8) nie wykazywatly typowej dla grupy CON odpowiedzi wzrostowej,
przy czym nie dotyczylo to populacji neurondow kisspeptynowych.

8. W pokoleniu F2, a w szczego6lnosci u potomstwa obojga niedozywionych rodzicow
(LL), utrzymywata si¢ cz¢$¢ zmian fenotypowych zidentyfikowanych w pokoleniu F1:
w 21 dniu zycia odnotowano nizsza mas¢ ciala i tkanki thuszczowej, a W pdzniejszym
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10.

okresie takze opoznione otwarcie drog rodnych. Zaobserwowano takze wyzsze stezenie
estradiolu w 0soczu w poréwnaniu z grupg CC.

W analizie transkryptomu jajnika samic pokolenia F2 (LL vs. CC) wykazano spdjny
profil ekspresji z pokoleniem F1 (LUN vs. CON), obejmujacy podwyzszenie ekspresji
gendw zwigzanych z metabolizmem lipidow — Cesld i Ces1f.

Czes¢ zmian na poziomie komorek jajowych, charakterystycznych dla samic LUN,
utrzymywata si¢ rowniez U samic LL, w tym zwigkszona zawarto$¢ lipidow,
podwyzszony potencjal blony mitochondrialnej oraz zmieniony status redoks.
Dodatkowo w oocytach samic LL stwierdzono obnizony poziom reaktywnych form
tlenu wzgledem grupy CC.

Na podstawie opisanych wynikow sformulowano nastepujace wnioski:

Laktacja stanowi krytyczne postnatalne okno programowania osi rozrodczej u myszy:
wlasciwe zywienie matki w tym czasie sprzyja prawidlowemu ksztaltowaniu zdrowia
reprodukcyjnego potomstwa, a stres zywieniowy moze inicjowa¢ wielopoziomowe
przeprogramowanie osi HPG oraz sprzyja¢ utrwaleniu zaburzen funkcji rozrodczych
potomstwa w dorostosci.

Stres zywieniowy do$wiadczony we wczesnym etapie zycia wywotuje zalezne
od obszaru podwzgorza zmiany w ekspresji genow i biatek istotnych dla regulacji osi
HPG, wskazujace na adaptacyjne przestrojenie podwzgoérzowych obwodow
neuronalnych w odpowiedzi na modyfikacje sygnalizacji metabolicznej i rozrodczej.

Zaburzenia sygnalizacji leptynowej w jadrze lukowatym podwzgorza (ARC),
obejmujace obnizong wrazliwo$¢ neurondow tego obszaru na stymulacje¢ wzrostu
aksonow przez leptyng oraz zwickszong ekspresje genu Lepr wskazuja, ze niedobor tego
hormonu u zwierzat wystawionych na stres zywieniowy stanowi istotny element
mechanizmu lezgcego u podstaw skutkow wczesnego stresu metabolicznego podczas
laktacji.

Niedozywienie matki w okresie laktacji dziala jak sygnat Srodowiskowy, ktory
prowadzi do przestawienia metabolizmu lipidow | modulacji maszynerii epigenetycznej
w jajniku, skutkujac diugofalowym przeprogramowaniem gospodarki lipidowo-
energetycznej komorki jajowe;.

Niedozywienie matki w okresie laktacji nie uruchamia jedynie krotkotrwalej
odpowiedzi u potomstwa F1, lecz wywiera efekt o charakterze wielopokoleniowym.
Najbardziej nasilone zmiany w zakresie akumulacji tkanki tluszczowej, gospodarki
lipidowej w jajniku i bioenergetyki komorki jajowej, obserwowane u potomstwa obojga
rodzicow narazonych na wczesny stres zywieniowy, wskazuja na addytywny
(kumulatywny) charakter oddziatywan rodzicielskich w programowaniu metabolizmu
potomstwa. Ponadto zmiany metaboliczne w komorce jajowej mogag potencjalnie
sprzyja¢ przenoszeniu tych efektéw poza pokolenie F2.
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