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Streszczenie
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Abstract

During earlydevelopment, encompassifegal life and the early postnatal peridde organism

is particularly sensitive to environmentaues with a dominant influence of the maternal
environmentAt this time,deviations in nutrient availability both excess and deficientyan

shape thelevelopmental trajectory of the offspring some instances, exenultigenerational

effects that persist across generations. In mice, the hypothafatmitaryi gonadal (HPG) axis
undergoes rapid postnatal maturation; in females, its activity-iegudatedoy two principal
populations of hypothalamic kisspeptin neurons céed in the anteroventral
periventricular/periventricular nuclei (AVPV/PeN) and in the arcuate nucleus (ARC).

The maturation of ARC neural circuitry potentially including pathwaysnvolved

in reproductive contrdl is supported by leptin,keysignab f t he or gani smds me

The aim of this study was to evaluate the impact of transietnitional stresgluring early
postnatal lifei resulting from reduced energy andtrient supplyas well as decreased levels

of bioactive components matenal milk (generation FO0) on HPG-axis function in female
offspring (F1 generation)n addition, the study assessed whether maternal nutritional history
exerts longterm effects on the subsequent generation (F2)chwivas not directly exposed

to underndrition.

On the day of parturition, dams and their litters were randomly assigned to one of two groups:
CON control dams fechd libitumthroughout pregnancy and lactation; and LUN (lactation
undernutrition)i dams receiving 50% of the daily food intakensumed by controls during

lactation. The F2 generation wageneratedusing the following mating schemes:

CC (I CON T I1CON), LC (I LUN T | daneDietid,libitarn d L L (

The study was designdd investigatethe primary effects of maternahdernutrition during
lactationon HPG functionin F1 females, the phenotype was characterized (body weight and
composition, pubertal timing, fertility, hormonal profile, and folliculogenesis), and molecular
and metabolic consequences were assessed (oRMA-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, includinthe kisspeptin system (numbers of kisspeptin neurons in AVPV/PeN
and ARC), estradiosignaling (Esr/ERU, KNDy neurons, and leptin recepitexpressing
neurons I(epr) within the ARC. ARC axonal outgrowth in response to leptin during the
postnatal surge iairculating leptinwas also evaluated

The results demonstrated that transiemtritional 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 levetirculating androstenedione levels were decreased and LH levels
were increased compared with the CON grdapthe ovaries, the number of secondary and
antral follicles was reduced, which coincided with an-eated decline in reproductive
potential. Mdecular 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, decreas€idslexpression in the AVPV/PeN, increadegpr expression

in the ARC, and elevated ERexpression in AVPV/PeN wergetected at postnatal day 21.
Undernutrition also reduced leptin responsiveness in the overall ARC neuronal population,
while preserving the leptin responsekiéspeptin neurons.

In the F2 generation, the most pronouncedctsffevere observed in the LL group. At postnatal
day 21, LL females displayed reduced body weight and fat amasmcreased plasma estradiol
levels compared with controls (CC)and they also showed delayed vaginal opening.



Although overt phenotypic diffences 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 ovarianagression differences resembling
thoseidentified between LUN and CON.

In conclusion, maternal undernutrition during lactation indubesad and long-lasting
alterations in the reproductive axis of female offspiinfjom hypothalamic regulation and
hormonal balance to ovarian function andrietabolism of individual oocytes. Some of these
changes persist in the F2 generation, specifically when both parents originate from
undernourished littenndicating multigenerationamaintenanceof nutritional stress effects.

A key element of this procesppears to be reprogramming of oocyte {gmergy metabolism,
which may facilitate transmission of undernutriticriated effectdo the next generatios.

This work provideghe first comprehensive charagtation of the consequencesrafternal
undenutrition during lactationwithin 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

10
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polimerazy w czasie rzeczywistym

StAR (angsteroidogenic acute regulatory protginb i agk o ostr e]j regul acj i
TBS (ang.Tris-buffered salinej r o zt w- r  scenkj bufofowany Toidero g |

TBST (ang.Tris-buffered saline with Twee2D) i r ozt w- r sol i fizjol ogi
tris(hydroksymetylo)aminometanem z dodatkiem detergentu TA2@en

tdTomato (angtandem dimer Tomaf¢t ande mowe podw:-jne Tomat o
VE (ang.vagind estrug i pierwsz  w pisnie Ni(pierwszyestrugd

VO (ang.vaginal openinji ot war ci e uj Soctiwearpcacehwlyr - g rodnych

12



1. Wstnp

1.1. Programowanie Uywieniowe

111. Podst awy koncepcji programowania Uywienio

Progr amowani ¢inacdey metabaticzmewen os i kosdegij idozakgadaj |
Uaietai st vyl ollycziijaguj Nce w kluczowych okresach
stan zdrowia jednostky .wrSzklzieswo Adiy e zii de mtt yfe
w ci NUy w okresigpostnatalngn, gdy organizm wykazujgn aj wy Us z N wr a Ul
nawpgywy zewnnfitrzne. Koncepcja programowani ;
wbadani ach nad patogenezN chor-b przewlekgy
uk gadu -raeyniowegooraz corazc z i Sci ej wy ksotr zg st wyam&n ij
me ¢ h a n pragnmnowaniafunkcjii nnych ukgad: - w.

PodstawN teori.i programowaai & oywi echm ®@egve g d
(ang. thrifty phenotype hypothesis sf or mugowa nBarkeparvw 92 rdka | e s a
(Halesi Barker, 1992) Zakgdgada ona, Ue klicawyohtmomentacitJy wi e n
rozwojuw U ypcgi ougnowwy wo guj N t r wrgaicmykd apé aez wenkszaj N

chorfmekk abolicznych w p-¥fniejszym Uyci u. Gg -
zazwyczaj niedostateczneldy wi eni e mat ki , wymok amogNcayant &k
jakni eprawi dgowe funkcjonowanie JoUyska. Ogr at
na wczesnych etapathy ci a skut kuj e t r waziie glikozy inmsuding,a mi  w
como Ue proewlayis pdoon wyst Npi enia cukrzycy typu 2 ¢
dor os gy min., (1894, Barkern in., 1993) . Liczne badania po

doniesienice pi demi ol ogi czne przedstawione przez He
mi nydzni edobor ami Oy wi eni oamyymi aw yckhaozr yowbaadmi p enver
wposzczeg- |l nychiBbhrked208l).ach ( Hal es

KluczowN rolfi w procesie programowania met a
dostarcza niezbndnycho aswijjaajnNde mu odiliy woe d g @ & w
podczas kar.mi ar awmpd enselNob-r, tyghak § ad nniakd nw
wewczesnym okresie Oy ci a moag Nf unnekgcajtoynwonwi aen i & |
izwi nkszal ryzyko r ozwogkmanicilmor 2 ®0 S)r.zeMil e x Qg & \

Uywi enie matki w oknmtasyinpejpreotomsnywa mo pe stk
zwi Nzaakurzzeni ami funkcj i i nnych wukgiand - w, w
2012).

Ef ekty programowani a Oypwizani pw&®od e nwyekr dez
d o Swi a dnedoboyuliccnadmiarts k gadni k- w odUywczych i mogN
w kolejnych pokoleniach nawe't j eSli nie bygy one bezp
niekorzystnec z y nni ki Sr o d oiwdzankep R 4) Efekty kregramowania
naprzestrzenpokoldkc zist o t gumaczy si A mechaSkinemami e
2007) . Poza ni mi i stotne znaczenie mogN mie

rozwijaj Ncego sifn pgoduiQzane0lddowi ski em maci
1.1.2. t ywienie matki a zdrowie potomstwa

Wp gwnweopt ymal nengaot koid Upyond caznasa ci NUy wykazana dr o wi
mi ndzy | hadanigh n awl popul acj ami dot k nimhjaky mi k|
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holenderskazima gpdu w latach19441945.0k azagomakii " kt Uee Dbygdy ne
naistotne ograniczeniprzyjmowanych kaloripodczasc i N\Widyda gy na Swi at dz
mi agy podwyUszone ryzyko otygoSci, insulinoc
sercowenaczyniowego (Raboomi in., 2001).Dz i e c i mat ek npieewsayy wi on-
trymestrze ci NbOyt yre nSci ) ekluy g dio mo s1g09)m ( Ra
Niedoboy pokarmove na pocNt ku ci NUy b g g nickomystoyen pmofiemN z a n
lipidowym u potomstwa (Roseboomin., 2000), podczas gdy c h  wy s twilpidilwani e
trymestzes k ut bg@wayni e mianbtaboliznaimglukazy (Raveliiin., 1998) oraz

probl emami z ukgademn,Ra@)echowym (Lopuha?
Dotychczas wykazano liczmei ek or zy st ne potyjva Bistki azdrawiemijejn d z y
pot omst wa. Wy ni ki bada®& epidemi ol ogicznych
masN ciaga | ub ma ppkordzwycOs zoinMUowN y ko nadwagi

wewczesnym dzi ecii@s 2023; elagémaranynl, 19979.W badaniah
namodel ach zstwierdzorm ii sieawanigieywy s ok ot @ws z ¢ NdJw mo Ue
prowad potdmstwado t r wagych Zzmi an w ummeNa lg@etytj z mac h
co w konsekwencji sprzyja preferowanppo k ar m- w o p omaw yt (bsSzca n eq u kzr
(Mezeii in., 2020).

Chol wi el e b a dogréowaniwpy iwa eamiwikisesprernatalym, wezesne

dzieci EBst wo, a zwgaszcza pierwkees 1®9 Mo Wonni
wr aUl j wowSckit -rym di eta ma zdobe (Zootiiaih.,02038). wp § y w
Okres|l akt acj i | e srh obsaaréemeladaveczym ii K ro en sy préhgtanego.

Niemniej jednak w n i Kk i b a d a Ghygh na geyponiackv a & a,2 udgdiniczenie
spoUycia pokarmu przez kmirennNmas ppotomsavg a s k a h
po zako@® zeniu okresu kar mi ewdioa,o saj oeSiag, k t(yH otwe
2012 Kaczmarekiin., 201§ . I nne badania sugeruj N, Ue ogr
matki w czasie laktacjv d § u U sektgwiew p § y swpetalobzmpotomstwa Fagundes

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

Z grugiej strony, pzekar mi ani e ni emowleNs po Uywekaes z c z a
modyfi kowapegygczmolUal sin do przyspieszonegc
istotnyczynnik ryzykavy st Npt ggo &ci w p- Fni ej sziing2023) at ach
Eveleini in., 2012). Wynikibada & epi demi ol otgakcelgc mi embh ek |
karmi one mlekiem modyf i kowan ya@Minangbddymgs§ls zy w
indexwpor - wnaniu do dzieci iik,2018Ballimy20h7).pi er si N

1.13. Programowani e Uywieniowe funkcj. rozrodcz

Odpowi ednia masa ciaga orawejwga8gi wwaljmMoli u
wprawi dgowym f unk crpzoacpegoa fFiischi ukgadu 1974) . l
Zzzabur zeni ami odUywi ania, takimi jak anoreks
hor monal nych, nieregularnych miesi Nczek, a w
menstruacji( St B vin.h1P99 Cheni in., 2023) . W wielu sytuac,
odpowi edni ego bil ansu energetycznego skut k
(Frischi in., 1974; Galuscain., 2023). Podobne zadiurzewnie Un
ukobiet zn a d wamtNy gio Stci rNy c hu nkadmi ar t kankatywnedus z c z
nar egul ar notSdkicoytk Ilprzywadkach redukcja masy c
unormowania (Silvestrisin., 2018; Rochesternn., 2009 Matsuzaki in., 2017).
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Do Swi adsctzreensiuowegpwUeoi u pgodowy m foncideowanip §y wa i
ukgadu r ozr odc Jeemplobadaniakabietausdzongh@odczas imyg § o d u

w Holandii nie wykawd(y o dwdeBandng motistawiealibzbyr z e E
pot omstwa ironiesBwanwdadiouwp @ gr (Lpreyi Steim 11997).0 n N
Wodr - -Unieniu od danych pbeludalcygwyeh zndbdyudh

Umi edoUywi enie matki podczas odNOpptomstwdle pr o
U myszy obserwowanomni&jz N | i cizetbwn o | k anl e j nWegtberm,i200D)y ( Me i
a u potomstwaU e Es kdtweegdponoz mni ej szonN | iczbhn pncher
izaburzonN ekspresj i genowawem@BevialNiz,2009)ch z i ch |

Negatywny wpgyaw ma edlbo@daydvi emizr odczy moUe byl
deficytu energetycznego we wczesnymodai @aiz&d
pierwszNcnziﬁeésciil\bcjzkvwﬁystﬁpowagy ni er @rg, B007A.r ne cCy

Natomiast ukobletnaraydl"orranledob)ry Oy wi emiicidzy 2. a 6. r ol
menopauzavy s t i pwocwaedSan i e j ni U w piinp2003pWyjni koig - b andeg @
przeprowadzonycma gryzoniach wykazagy, Ue matki z e wl el
w okresie laktacjipys wa d z i do op-Ffnionego dojrzewania po¢
w ekspresji gen-w podwzg-rza konitn,206uj Ncych
Dietawy sokot @ stesowazae wokr esi e ci NOy i l aktacj i

niekorzystne efekty Ue Es ki ego pot omstwa. W badani ach

odnotowanopr zyspi eszone dojrzewanhie pgciowe oraz
dor os gy miin(, Co2nOnlo2r) . Co wingreiypapdbkdwbmi edqg Gykwiv
bogata wunaplumevadgea | c hda - z a kwurozmiarZ& imorfologii

] aj norae rozvegulowania hormonaty@(Zhoui in., 2019; Lini in., 2017).

114.Rol a |l eptyny w programowaniu Uywieniowym
W kontekScie progr amoweasniiea pUoysaineanti aolweygno swz ct
zwraca sin na skgadni ki ml eka matki, kt-re m
noworodka. Skgad mleka moUe byl modyfikowar

doSwiadcza oraz r - Unzmiedaz ysimwi Kir afcoeéowiakk awg .
dostosowany do zmieniajNcych sifiinp89%.zeb r
Leptyna,j eden z hormon-w obecnych w mleku mat k]
przyczyniaj Ncy sifn do k asiNz ynsat nzedgroo wa pej ypmut oknasi
i Pico, 2009).

Leptyna jeshormonensyntetyzowagmg g - wni e pr zez hktkam&goaigams 2c
w obrnbie oSrodkowego nkgadai argre meweptaranryg o pol
zlokalizowanymi w p o d w zug eor prowadzi d hamowaniaodczuwaniag g o d u or az
zwi nkszenia wydatku iEhieeget 2000¢go0 | 6ANhI ma e
obecna w mleku matKki moUe byl wchganiana do
ini emowl Nt za poSrednictwemj dejcdpyoh - wi i epta
nabgonkowych UogNdka i i in.e1997f Aparico i @ RAORgo ( C
Chatmethakuliin.,, 222) . Mechani zm teat mobB wdgwygwabne,j
bilansu energetycznegmazmet ab ol i z muwy ndok iwibhacdegg E naukowyc
Upodawanie fizjologicznych stnlUeE leptyny w
pobierania pokarmu u mJjjoNychedosoabneB8niwmasini e
(Sanchezin., 2005)Wy ni ki t,e (paigleemupdbst arczana wraz z
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uczest rkirc zyio t wreguscjipabieranap ok ar mu u nowor odk: - w o
dodatkowee f ekt y bi ol ogiczne w okresi e, gdy zar -
kontrolujNce apeégoj ppadisnt, BOB5n¢leszcze ni

Leptyna jestr - wnista hym czynni ki em preg@amayani@ ofumkcin y m  w

met abolicznych. ’Wykazano, Ue jej podanie we
a nawet odwr acal negatywnezorkeugk i w nUpdioly wi
szczeg-lnie u osobnik-w Uywionych iw., 2005 osgoS

Gluckmani in., 2007;Szostaczukin., 2013 . Obser wacj e te wse&damriulj N,
f u n kozynnika ochronregg wsp o ma g adpN c orgafiizzu do  zmi eni aj Ncyc
war unk-w Sr o(dlywiiseknavwoymiyiédp) Uy ci a

l stotnN rol n l eptyny W  z a c llanie aprzéprowadgoie d n o S
na myszachoblob, poz bawi onych genu koduj Ncego ten ho
znacznN otygoSci N, wynikajNcN gg§-wnie z nad
wydatkuenergetycznego (Coleman, 1978 hoci aU nar zNdy rozrodcze t
sifi, pomewggtadFjnNe mniejsze, a zar - wnvaozgopmce, |
pgci mamymtapie przedpokwit anporadtogy macbneambaoi Ot
poziomu hormon-w pgci owyiih, 199& &drdoqi iiin., 2002)., 198
Co istotne, restrykcja kalorycznami mo prdwadzi do redukcjmay  c,inia graywraca

funkcji rozrodczychu t y ¢ h . Dopiere suplédrientacja leptyru mo Ul i wi a i ni ¢
doj r zewa niosazopdjzcyi sokwaengioe p § 0@hehabS1997). ( Moun zi h

Podobne zaleUnoSci obamwwgpei ei Reopdtuyjshbgyw O Iz

ter oz wi j aj NnawdzesrigbefafachfJu&i a i nie przechodzN dc
(Ozataiin.,,1999)Podani e | ept yruy tw cdieposadibdgszyspieseed

dojrzewania pgJciowego, wacjew®k avi,ejrUkz eh ow arwoenS 1t ie
jest bezpoSrednim inpejjatofemktpgocpyooeka, v

przebiegang.permissive effefi j e st 1yi elob ij ;dfgednake ajnSgioani e wy wgc
(Faroogii in., 2002). Sugerujeto Ue | eptyna nie tylko regul uj
pegni funkcjn met abolicznego czynnika kontr
pgci owego.

Na podstawie opisanych powyUdle dtepderymacijpiedn
swoistegkhagMciadzy metabolizmem a Kuszaokymj a mi r
el ementem wczesnej regul acj i fizjotl e cizen e
jakif unkcjonalnoSli w poczNtkowym okresie Uyeci
reprodukcyjnego @z metabolicznego.

1.2. Programowanie Uywieniowe na przestr

Wi fikszoSl czynnik-w Srodowi skowych nie wywog{
prowadzi bezpoSrednio do wy s t N Bkineen i®87). mut ac
Niemniej jednak, jk opi sano wczeSniistgnewpgywai kinat d em
organizmu oraz zwifdkszal , rywmkdémychpokolenmghu r - Ui
Kl uczowN przekdzywaniws k ut k- w oddzi agywa® Srodowi
pokoleniami odgrywa dziedzicznie epigenetyczne a eakPezycj a n a ni
lubnadmiarc zynni k- w Sr oslpwi 8§ o wiydh éknawinmpragiamowania
obej yohk Nm- r ki ger minal ne
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1.2.1. Modyfikacje epigenetyczne

Modyfi kacj e epigenet yc zijak metylacgajDNA, | adetylgzja o c e s y
ideacetyl acjagthlissdjomn - ek spr esnjiiek ggehoRNMNMoraz udzi :
remodelowanie chromatyny (Dupdm.,2009) . Pegni N one kluczowN |
gen- w, umoUl i wi aj Nc i ch ak toydw akcojniit elkusht uw ykcoins: z
oraz potrzeb organizmu.

1.2.1.1. Metylacja DNA

Metylace DNA poleganap r z y § Ny enetylowej, pochbz Nc e j o-adendayla or a S
L-metioniny, doatomuwini gl a C5 pi er Sachoszir aaj cczyiitSabzryerjbyi. v
dinukleotyd wCpG, prowadN alo powstania Bnetylocytozyny (5m€ Holliday i Pough,

1975). MetylacjdDNA zazwyczaskutkujewyciszenien ekspresjg e n, paprzez hamowanie

wi Nzani a czynni k sekwenhcamprosn&taoyymnidup $przyjanicrekeutacii

b i a gdpdwiedialnych zakondens c jchifomatyry, co w konsekwencjiu ni e mo Ul i wi &
aktywnoSi transkrypcyjnN (Bird, 2002) .

Metylotransferazy DNA ( DoNpdwiddziasnimi zpn §atalizowaniei e n z

processimet yl acji DNA. Do tej rodzi nYONMT8Boga N DNM
DNMT3L. Najl epi ej poznanym i naj powszechni ej
DNMT1,0 k r e S| a nnaetylotiarsfarag machowawcej. Odpowiada ona za zachowanie
wzorc-w metyl acji DNA podczas podzaozmdae kom:- r
hemi metyl owane j@ljikni iw kadziyeni el s k akataglizejs t Z me
przygJNugyeetjloaejdo nowo zsyntetyzowane,j ni ci p o
metyl acj i sN wiernie przekazywane Mtlojestk om- r e
niezbndny dla zachowania paminfci epigenetycz
gdzie stabilnoS8i prof il ekspresji gen-w j e
kom- rkowe|j (Bestor, 2000).

-

DNMT2, mimo klasyfikacji jako metylotralmse r aza DNA, metyl uj e gg- wr
tRNA), a jej rola w metylacji DNA pozostaje marginaliestor, 200Q)

DNMT3Ai3Bo d p o wizaad ajeNzyalcahojdemdoBzymyte st anawi aj N no
wzorce metylacji podczas wczesnego rozwoju eomadnego,w trakcier - Uni cowani e
kom-r ek odpowivwdzi na bod7¥cei B&stonp d200B)i s k o we
Wprzeci wi e@Estwie do DNMT 1, DNMT3 A i DNMT 3 E
dowczeSnimejt ylnowanych rkesgz toangptgenetiixhpirajobrad

genomu (Okano i in., 1999). DNMT3 e g n i szczeg- Irnoizewoij sut oktonm\ rr
pgci owy cwe wczesaey embriogenee, nat omi ast DNMT3B ] ec
daprawi dgowego ustal ani w okregieomplantagji orazepddozdsa ¢ j i |
rozwoj u Bemmeg 2081 w (

DNMT3L pegni funkcjw prgudsiter omeNyl acj i DNA.
aktywnoSci wsmmagad z t ¢ Getyivieapsferazle novopoprzezz wi ferkes z

ich powinowactva do DNA oraz stymulavaniei ¢ h  a kit egzynmatyc@nejDNMT3L,

mi mo braku aktywnoSci katal it wzomenetyacjj est k
i mprint-w genomowy c h(Boprotdsdin.,s22801)g a met ogenezy
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1212.Modyfi kacje histon-w

Modyfi kacj e epigenetyczne hi st on- aryl aochen muj
iubi kwitynacjn, z kt-rych KkKaOdaej esszykgt alki z
lubusuwaj N grupy chemiczne z biagdgek histonow
dodaj N grupy acetylowe do reszt rbzilzuyFnnoi weynci ha
chromatyny, aa ym samym wugatwia aktywacjn transkry,]
odwrotny przeprowadzany jest przez deacetyl e
acetyl owe, prowadzN do kondensacjcachgowat g
na resztach lizyny i argininy, jest mediowana przez metylotransferazy histonowe (HMT),

kt -re dodaj N grupy metyl owpdywajkNMaokmatakichwm
wzaleUnoSci od kontekstu modyf iadatinjetylacig Mar t i
histonuH3wp oz ycj i l'izyny 4 (H3K4me3d3) jest marker
trimetylacja tego samego histonu w pozycji lizyny 27 (H3K27me®&i si n z wyci sz
gen-w ( RiParg 2a03 e Dodat kowo, f oleomtrolowana gpzgza hi s
enzymy takie jak kinazy =zaleUne od cyklin,
kom- rkowego oraz odpowRaesskitain.,,208). uszkodzenia D

1.21.3.Ni ekoduj Nce RNA

Ni ekoduj Nce RNA odgrywaj N istoksNr eojlin gvenr
Szczeg-| ne zdnjaucgzi een i RRN AmanjiNe k o dlong Roaoading RNvc RN A,
kt - re poprzez rekrutacjn kompl eksj-aj motdryd k tkw
(Rinni Chang, 2012)oraz mikroRNA (miRNA, angmicroRNA,r e g wleujeM s presj i g
na poziomie posttranskrypcyjnyfBartel, 2009)Ni e k o d uj Nc e - RvNrAoedio Ig dNw a |
aktywnoSi metylkstzt awpdrdeetwazji DNA(Zhangiin., 2019).

122. Mi ndzypokol eni owe i transgeneskewohj ne skut
MoUIl i wo8ékazywania skutk-w oddziagywa@® Srod
stanowi jeden z kluczowych problem-Wtywsp: - gcz
kontekScie i stotne j e s efektamni o wieloptkaléniewyinie po

(ang. multigenerationgl a dziedziczeniem transgeneracyjnym (arigansgenerational
Dziedziczenie wielopokol ezat wwe dogwokzymsybda
jaki rozwij aj Nc(el usbi ik opno-trokms,t we Nk tb-erzypcoh® Upeodvesi toa ni
na dziaganie danego caxymal & d ploSmies o i s kb Seige |
o charakterze epigenetycznym Natomiast dziedziczenie transgeneracgjn polega

na przekazaniutych z mi an dal ej , poza pokolnaozynaik nar al
prog a mu [JiNlei gkinner, 2007).

W przypadkun a r a 0 e i & samiy (pokolenieFOna okr eSl ony czynni k
bezpobreksponowane sdiNr gaendinomzmesdinki , rozwijaj
F1) oraz kom:-rKki p)Jz& it ywhwe p(rlziymiwsipoigSeokiornienF2 | n a
(Ryc. 1.1). Zmiany fenotypowe obserwowane w pokoleniu F1 i \Ww2takim schemacie

ekspozycj i s N zwy k!l e tyk lwizlgpgldl ieknd wamee wyank &k a
z bezpoSredni ega aoaayaWik i .aiNatonrgastaondeipdXNazenu
transgeneracyjnynm - vimy wtedy, gdyz mi eni ony f enotyp, wyni kajl

danego wzorca epigenetycznegot r zymuj e sin w pokoleniuwu ni e
ekspozycjii w przypadku naraUeni a pokolénid &3 nl®lgjnes ami c
(Skinner, 2008) . Anal ogi czna sytuacj a doty
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wewczesnym okresie Uycia pons tzmdteddnmoeSged, omndp .o kg
kom-rek rozrodczych potomst wa.

Nal eOy j ednakUe groarkirceaS | iplo mi i diglopokolemibwerkit a mi
atransgener acwyjtngggd, zeady Uwa oczynni k Srodow
ciiUarna/ kar mizMc & eddamiama e ¢ prypadeueksppzgcisdnmad ni e n i
(pokolenie FO)przed aktem kopulacjif zapgodni eni em) , skut kuj Ncy
pokolenia (F1),bezpoSredni o nar aUdnueb skNoprekuesgrawe p | e mn
spermatogeneyW tym przypadkipp ot omst wo F1 mo Uerograynevarmay wa | s
wielopokoleniowg o , Wy n ir eekgpdiyji gamety a za pierwsze pokolenie cechach
odziedziczonych na drodze transgeneracygnejii s t o pokofemigF2z s i n

Ekspozycja samicy na Ekspozycja samicy na Ekspozycja samca na
czynniki Srodowiskowe czynniki Srodowiskowe czynniki Srodowiskowe
podczas ciagzy podczas laktaciji
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dziedziczenie transgeneracyjne (ang. transgenerational)
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Ryc. 1.1 Dziedziczenie wielopokoleniowemi fnd z y p o kio Itrenegeneracyjne Dziedziczenie
wielopokolenioweg(ang.multigenerationg, nazywane teU mi nidtergee@tionglognosi o wy m (-
s i ne fdeokfeénetywowych obserwowanych potomstwa (F1) w wynikb e z p o S ekspdzycji @ganizmu
rodzicielskiego g(oFOkom- welkymolzalodezyeh na okreSlone
ekspozycjlibkar mOAcee| ol aj mgwml&c@aﬂ\hepmkolemu p 0 nigkeraysing n
warunkiSr odowi skowe dzi anjtezyyhq & O avipga wiaj Nz @-i je jte/jl kpo tn@ams
(F1),leczt ak Ue nap gkcoino-weki (| i pi @ d&eér miymdl npaoowst aj e pokol en
transgeneracyjne dot ycfmgtypoqustNuapcrjmekavzylwtanreejkozl raij axryym p
braku ichb e z p 0 § reksgbycji na pierwotny czynnikSr odowiw ks wy e Uno Sci od p i
zpokoleniaFOpi er wszym pokoleniem niewystawionym bezpoSr
samca) |lub F3 (ENGP ok mamecidSoamgt biz/gotmweajowykar zy st ani em na
BioRender.com.

D Qc

c
dr
rzn
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W 2010 roku Skinner podsumowad SwWoj e bada

dziedziczenia tprazrekaarnyevaadyej niegfoar macj i epi ¢
zarodkowN (pl emni ki pom bday kpakok-nri kaimi ,j a jna wez)a |
odbezpoSredni e] ekspozycj i na czynn(Sknner Sr odo:

i in., 2010) Definicja ta podkreSla &kluczowN r ¢
w dgugotermi nowym dziedziczeniu eimi ast ofteme
konsekwencje dla zdrowiar az z d o | ryjoyShoir gadh a g imeiwe rdioaj Ncy c h
warunk-w Srodbevd skoaweyRri. @npominii @z y dziedzi c:
wielopokoleniowym a transgeneracyjnym pozosisietnymwyzwaniemmetodologicznym

Wprzeci wi e@Etwie do podej Scwaznépi ememmint oWwauo ¢
AMziedziczenie wi estosowaoyk amie @ n o we 0 ZAdvipdzieczen®| eni e
mi ndzypokol e nintesgeremationgd a n gc o prowadzi do ni e
terminologicznepracnaukowych (Tusheri Day, 2019MRB r k v e  Kin.,u2618;Bunton

i Greer, 2022 Il nni aut or zyj pdziedeiczenia wiblopskalenipveegiado
pojfhcia obejmujNcego zar-wno kIl asdptyneNcdezi
pokoldEb e z p o Sr e d ych ma dary rcaythik®ir o d o w, jakki odaigdziczenie
transgeneracyjne, obserwowane u potomgiazbawionegd e z po Sr edni dyno kon't
czynnikiem (Tusher i Day, 2019). Tak i e ppoewStimae uni knNi k o1
jednoznacznego wykazania epigeceyn e | transmi sj iekspazycje z al e U
Sr odowi s W badamipch poputacyjnych i eksperymentalngch i st 0 pozost aj e
do jednoznacznego potwierdzeni®/ odniesieniu do modelu badawczego zastosowanego

w niniejszej pracy zdecydowar® i fio knrae S| eni e Aefekty wielopoko
zgodnoSi z definicjami proponowanymi przez i

1.2.3. Dziedziczenie mi ndzypokol eni owe w kopahselg&nkeach:
na | udziach i model ach zwierzncych

Dziedziczeie zmianindukowanych przez czynnilbr odowizokowjo udokumen:
zar -wno w badaniach na model ach izJddngnr zRAcyc
znaj bardziej znany c hkongekwencjiodna avi & njecezsetiSimgreg | i z a
g § o d uHolandii, obejmuymMNEreklol eni e & 2potomsdiaoFeriea U
zaobserwowano zwi fkszonejnaczysitoBgch cahoir - b
metabolicznychskutkis t r esu  Uyadvo 8wii advegdye g @ priepicho wy m

r od z i(pokolene F1) manifeso wa gy si i u niicihd z [y o W opos®dtinw a
zwi hkszonego otguszczenia organizmu w okres
zdrowia w p-Fnieijns208m Uyciu (Painter

|l stotnym aspektem tych o bosder pv@acijpokolgniade £1t c az al e
Wy k az ajedyniepdé omst wo ojc-w, kt-rzy w Uyciu pgo
skgadni k- w cohdalryankctzeyrcyhy, & w a Ho immdawskragFnBM i e m

wp or - waasabamunien a r gl nartego rodzaju stres metabolicAMeenendaail in.,

2013).

« X

Badania na model ach zwierzincych umoUbrazwi aj N

identyfikacji mechanizm-w | entiNcdyzcyhp o k o | peondi sot
itransgeneracyjnego. Wykazana, edéeogi dliac ngne
prowadzidoz mi an w metyl acj i promotor - -w wybranych

przy czym analogiczne zmiany obserwowanpokolenia F2 (Burdgein., 2007).
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R - wnekspétymenty u d zzwiariNevm k a,z uj N odidwzti @igS/rwoad o wi s k o wy
w okresie prenatalnymmani fest uj N siod wJ ziawystavibeegoc ia
nani edoUywilenp®t omstwa samc-w z pokol eni a F
urodzeni owN, nat omi ast ekspiozuemjwa Nzagac s ni
ze z wi forym zyzykiem ot y § o S kaleniuwF2 gJonenechillaron i in., 2009).
Natomiasist osowani e di ety wysokotguszczowej U cCil
sipifodwyUszonej nmgniaEd agpr ay) doym efekt ten
wgNcznie przez |inifn ojcowskN (Dunn i in., 2

Zrozumi eni e mechaningd m-dw vy plak eld@ansgen@atgrnago |
makluczowe znaczenie dlaa d a @ gruagdo f al o wycra ywmmg kw evm S’r odowi ¢
na zdrowi e pr zSyzsczzgeyge-f mMNo lkuweadlE. zwd d z i & § ynvaa nii

naf unkcjonowanie ukgadu rozrodczego, poni ewa
deter mi nowal zdrowie jednostki, ale takUe wp
populacji W i nt er pr et ac jigtotnetj eeksit c ho de f- dJknti -emi e tr ans

zarodkowN od powt arzaj Ncemgoi csyi iw whgl apunySrhc
coom- wi ono w kolejnym podrozdzial e

1.24. $rodowirek@at alne jako czynnik ksztadgtuj Ncy

Przyj mujdbeus ik pr ogr amoovamd gaN Uywii etnd kolvee gpr z e k
matczynej de novo w kolejnych pokolenieh, jako konsekwencja rozwojyp g o d u

wni eoptymal nywe wihriNaidconm asnlewy § Nonzanisek ut ek bezpo
dziedziczonych modyfikacj e pi genet ycznych. niekﬁ)rzystrmcvzawnkit o, |
Oywi ewi pw&ich rozwi jtarg/vaalsel K jejrizotadife e tatmdizgyN

a tym samym wpgywal na Srodowi skkot jemas isitya
czynni ki em po owgpoamatwg Ncym r

WSr -d czynni kbev proaSweetdyneygbh® rozw-j pgodu moUn
un

mindzy pmangpndyw Kkr wi W macicy, f kcjonowa
metaboliczny matkiNi e wy st arczaj Ncy przepdyw HoWyshka ma
mogN prowadzi i do wewnNtrzmaci czrinGayterineogr ani
growth retardation),s t a n u, w kt-rym pg-d nie otrzymuje

odUywczych iwitNUezneus.izwiUkRs z o mogwoju ¢ ly @ ry cdiwe sne
naczyniowycltor az zabur ze® metabolicznwch; Thakj shym
(Barker, 1997Malhotra i in., 201%

OtygoSi matczyna zostagdga powi Nzana ze zmiana
goUysko, co molwempeowedpi iwz dwls 2013). g aedd u ( Ga
nnedoUywi eni e mat ki ws kot asival ogabiczgymnmo Ue

jak i nadmiernymwzrosemg o U yws kzaa | e Un o Stcu woyds tmdépabsenimiarda
niedobor u sk §a dRdnadto waurzedidlgetalooticyne matkiakie jak stan
przedrzucawkowy czy cukr zyc a ci N Gtotmiex ,z a krjo gl | Srodo\
we wn Macizree pr owadz Nc do reguiag rgaspodatky glukazowej

itransportts k § adni k - w ozdwl yfwkeszzyac hr, yoztygkjoo Srcoiz wo jiuns ul i

upotomstwav dor os goSci (Reichetzeder i in. , 2016)
Int er pretacja wyni k- wwielaakaeiowyrasthnowizateraisiome c z e ni
wyzwani e, poni ewaU zmiany fenotypowe obserw
zar - widnzoi ezdzi czonych modyfi kacji epigenetyczn
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podczasc i NUOy iYeatalta, 2018). Zaburzonanuewmdal sk
lubz mi eni ony sk gualdesieghlackk aa crpat kmogN wpgywal na m
c iaagptomstwa, cow kol ej nycmmoUet NODach moSirydd kwiwsal o
wewnNtrzmpatieaznawjnNe Xxérzdwie nastnpnych poko

1.3. OS p o d wpraysadkagenady i kontrola jej funkcjonowania

1.3.1. Neuroendokrynna regulacjao s i p o d-pvzzspdka-goready

OS p o d wuzgsadkagoeady (HPG, anghypothalamuspituitary-gonadal axiy jest
Kluczowymuk ademr oendokrynnym,go Ko ny hosmpralpyehn e z

s p rez@vidtnychr egul uj e funkcj e tarmzrpodazzyen au SH,sha kw- vp.«
gdzie w okolicy przedwzrokowej zlokalizowane
gonadotropiny (GnRH, angonadotropin releasing hormope Gn RH st ymul uj e p
przysadkim: z g odwsyntezyi wydzielania hor monluteihizngei ni z
hormong oraz hormonu folikulotropowego (FSH, andpllicle-stimulating hormoa),

kt -re dziagaj Nc na gonadgz,wypwbudanaj & bame
steroidowych AcevedeRodrigues i in., 2018).

Akt ywnoSi n e udet@rminuje pulSacyRy wzorzec wydzielania LH i FSH
orazwarunkuje przedowulacyjny wzrost sekrecji gonadotropin u samic. Horstengidowe
produkowaneprzez gonady, takie jak estrogeflyg § - Wrrbiestradio] E2), progesteron
itestosteron, regulwjigN-rzankicj pnawasmidki p@dpr
sprziUeni &€hazaker cegulagi g86P G r - Wniz ak & BmdPp dsca mco-dw
dominueuj emne sprzinUeni e ZWwr owynwet npnugteo mz ams t wnu
jak i dodatni e sprzinUeni eprzebiegiern tykite menstuacyjega a n e z
lub rujowego(Caratyi Franceschini, 2008)

Przez wi iks z qrskieiomidkowanaut rslhemiica estrogen-w wy
jajniki wywi eraj N negatywne spr zwialteunnikeuj Xavr
pulsacy no S j e g o (Sarkgrd Fink, €1988; ChamngthammakunTerasawa, 1993;
Evansiin., 1994Wr az ze wzr essttam g tnii dejezawasdrc iz cadpa r
jajnikowegodochodzi jednak do zmiany charaktésind z i azhaanmuag Ncego na St yr
Skut kuj e tdodaaktnyiveagooj Nspr.zinfpeowad gNaadego &d o
wzrostuwydzielania GnRH (Sarkain., 1976; Moenter i in., 1990, w konsekwencjivyrzutu

LH z przys ab#kinicjgjeozwguwolweecjj,n  ( Fr e e midnskeep,2@B)4; GocC

Pocz Ntzkaokwjoa d adneo hor mony ster oi dowe o dod zoidaugkuojwa
bezpo SmaenduronyGnRH.P- Tni ej sze b ajednaki aUewy kesnieragyryy
wy k azuj N klasycsanpchreesgd pt or - wstetoidowyslo(@ouse i in., R03;

Herbison, 2008)Sugerowanp Ue regul acja wydzielania GnRH
odbywa si,zap @®rSe crdinad populacg mroinnwwy & Bl i wych na st
SpoSr-d wiel mepioaearc| al priypisaroewdiomprodlk iu jyrN ¢

ki sspeptynn, kt -re u ¢ z e ach njémoegdy jakz i@adatniegoo W m
s p r zidizWretmego (Smithiin.,2005Char akt erystycznN cechN neur
u samigestpowszechnakspresir ecept or a est r o,g e rodgweaga Ua INf a  (
roln w pr zeka®E3watnriauk csiyeg ncaiigkithwuin.,, 2% i owe g o
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1.32. Rol a kisspeptyny w regulacji dojrzewani a

Kisspeptyna, v a Sci wi e gr upa p e pisspeptynyjestpredukée® geamn y ¢ h j
KISS1(Kiss1u gryzoni). Gen ten koduje o d piempit yd-w o zb) i Dokej r gt
gg-wnym produkt é&mM j(exntanki gspvefteydng ako met ast
warianty, takie jak kisspeptyrid, kisspeptynd 3 i kisspeptynd 0.Wszystkieteg pt ydy maj N
zdol noSi aktywacj i receptora GPR54, z;nanego
Oakleyi in., 2009; Pinillai in., 2012; Roa in., 2008).

Uludzimnut acje w genie koduj Ncymwald eipbgopatyannu ki s s
hipogonad t r opowe go, kt -ry obj awi a sin nNi edost e
drugorzndowych cech p &d¢indweyhidar mon -aw Ma siko w
(Seminarai in., 2003).Zb 1 i Uone f en ot w lpaganiact ra enodelaciv mysioh,

wk t - rnyutadje wgeniek oduj Ncym ki sspepskobkowddy ebhr ar
dojrzewani a pgc iNomzeogbon iybmpizerefodonmSair w pgci ow
(Colledge, 2009).

Fundamentalna rola kisspeptynw pr awi dupkejpngwaniu osi HPG wynika

z jejkluczowegoz a aogva i a w wydHetpoalGaRHjorazgonadotropinBadania
eksperymerdlnewy k azagy, Ue podanie egzogenitmgjUei ss
gatunkom, w tym ludziomprowadzi dowzrosts t n Ueni e LH i FSHn,w kr NU
2009; Kauffman, 2010). Dalsze badania potwierdzgy Ue K i systptygvanan a
wpodwzg:-rzu bezpoSrednio aktywuje neurony |
inicjuj Nc i po dosirozrodezefQakeyi ina, RODYy Kanffm&npR010).

W okresie dbopwegwampioa wlp glkisdpept/moywy rozumiany jako

system  sygnalizacji kisspeptyn&KISS1IR/GPR54 s t e r u jwNazelaniem GnRH

wp o d wz gulega intensywrej i z § od) aktywacj, ni ezepdl@apr awi djowego
przebiegupokwitania Badanigprowadzonenag yzoni ach wykazagy, Ue d
wi NOe sin ze wzrostem wraUliwoSci na sty
odpowiedzi GnRH/LH (Castellaniain., 2006; Hani in., 2005).R- wnoczeSni e obs
z n a ¢ wiNast ekspresj genuKisslw podvz g - r zu U S zZ W tym okresie | m
cowskazuje na nasilengygnalizacji kisspeptynowej (Navarra., 2004; Shahabin., 2005).
Szczeg- gowe anal iwsamicme 1z qya nugtaowmiicyzynet ak Ue gw
l iczby neur on - wczkaissisep edpotj yr nzoeywyaanhet asy kjiifgeticzby w e g o
projekcjiik ont akt - w stychmepu ryaneurepanhGnRKClarksoni in., 2010)

1.321.Popul acje neuron-w kisspeptynowych w pod:

U wieluwu gatunk-w ssak:-w, w  tekysnp r gasSpepiyyn i oW
wykazanog § - wni e w dw-ch odrnbnych regionach pod
(POA, angpreopticaredikt - ra u gryzoni eblejuswjne joNkdrjo kporr
or az sNsiaduj Nce | Ndro 0 kaotgravéimalmperiventncelar ( AV P V
nucleugperiventricular nucleus , a takUe w | Ndr zacualpwnkcleusat y m
Herbison, 2008t.ehmani in., 2013).

Jak wcwspSmiieajno, neurony kisspeptynowe w pod\
w przekazyweaoman w § guchadgneuron WGnRH Schemat na ryoie 1.2
przedstawia regulacjn sygnagu Kkprzezseptogehyy n o we
opars INr maiz®tre. W ARC, k t -odpewiadaza pulsacyjne wydzielanie GnRH,

23



ekspresjKissljesthamowaa pr zez estrogeny w ramach uj et
co umopl é owkagyjtntNo | i ¢ z i st o tdrazldCaklgyi inp, A00% - w  Gn
Kauffman, 2010).Z kolei reur ony ki sspeptynowe W rejonie
w dodatnim spmesitUeodeannziwcrjoutjnNc przedowul acyj |
(Khani Kauffman, 2012) Wykazano, Ue eksKisstvs jtayngemtuszarze | e
usami c ni Uu uk ts@endcshve,r wpj 2edowiul acyjnego wzros
Ponadto Burony kisspefynowe w regionie AVPV/PeNc har akt erzwz wijkN z e m N
aktywnneomil M \bkwesi e po pyratldz(Bgbéitsogi rim., 2009).
Znaczeni e ki sspeptyny w regulacjimysasul acj i
z nokautem geniKiss1lub genukody N ¢ eepptor kisspeptyn§Gprs4), u kwyrzut y c h
LH ni e wyst ipelanjue2 (Clakseom in., 2008;Dror i in., 2013).

Poziom ekspresji genkissl w ARC u samic gryzoni jeswy kr ywany juU w
prenatalnymi p o ¢ z Ntuktorwoy mung goziosii @@ z bl i Uonym do obs.
udorosgychPogebniokresem dbyddge@Emi) a eflegdpo 8| a
przejeSmi ow pbyrdentippnboani e wzrosnNi citowa&goe
(Takumiiin., 2011; 8man i Kauffman, 222).

W rejonie AVPV/PeN pierwsze neurony Kkisspept
koniec drugiego tygtni a Uyci a p o s t-15dnia@d utodzgrou), jedndkach o 1 0

| i czba ppooogtadiakdan wiska (Cabin., 2012; Semaanin., 2010).Istotnywzrost
liczepop&dtiacij i neur on wwomakviarg/m plespatzgg o d wg ghr z a
nast wpavargmtygodnuUy ¢d sai Ngaj Nc n ajwwhkrddiesbzeez pvoaSrr tead$d ic
poprzedzaj Ncym doj r zkaufamanj2615;CBrésniéleviison( 2P@)na a n
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Podwzgorze

Neurony
AVPV/PeN
/ : GNRH ARC

»)AX> Neurony
kisspeptynowe

Neurony ’ ’/
kisspeptynowe

Wyrzut GnRH/LH Pulsy GnRH/LH

—.

Dojrzewanie

Owaulacja Q@)@ QG pecherzykéw

nie sprzezenie z
Doda‘. WI‘(;)I.,7e
9y 2N

101mz dluazdzids Uit

®_ _
‘. ® 0
()

Estradiol

Ryc.1.2Uj emne i d o d aztvrothee s & p 0 w ARCeomaz AVPV/PeNs ami ¢ gryzoni Z uc
neuron-w ki sNeprednyyn oARC hwy k BRUpjo$a e dddimewanNipraegestradiol
wydzielania hormonu GnRH w podwzg-rzu ogazspHzaUeniza
zwrotnego. Wraz zdoj r zewani em phAcher zyk - lwrujpwegonpoziomvegtradiolu podc z a
wkr NUeni u znac z N caprzez neurany kisapeptynoskializcjvang W rpj lNide a pr zedni
brzusznego okogokosnsg ioavee gjoNa e @rkaoz) g kNadmor owe g o, ( AVPV
inicjuje przedowulacyjny wyrzut GnRHLHwWr amach dodat ni e g o Scheamatpriygeowana z wr ot
zwy korzystaniem narzndzia Bi oRender. com.

W trakcie cyklu rujowegoF2ni e tyl ko reguluje aktywnoSi o]
neuron-w kiskeept wrmkwyechodgr ywa k1 uprzed wN r o
osi Ngnifnciem dojrzagoScsianp&c iookmwege. G u mi MHaioe
do spadku ekspresji kisspeptyrw regiorie AVPV/PeN o 709 0 %, zZ arokresieo w
dojrzewania, jak iu dor os gy c (Clarkssno m.n 2009, 2012).Efekt ten ulega

odwr - ¢ eni uniskioh dapvelE® ¢Clarksoni in.,2009).Z a s a drmad E2f& izwoju
neuron-w kisspeptynowych aj N el ladanie eyl#onaRe// Pe N
namyszach pozbawionych enzynawomatazycytochromu P450k at al i XxwjinMNee ¢ ¢
testosteronulo estradiolui u t y ¢ h obsewowana Méticzneneurory kisspeptynowe

w AVPV/PeN lubichc a g kydnaki(Clarksoni in., 2009).

Usunifncie jajni kawezessymmia® 0 mprawgdg flogzrosu ekspres;i
genuKisslw ARC, co stanowiefekt przeciwnydo obserwowanego w regi@ AVPV/PeN
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(Kauffmaniin., 2009) . Anal og opsanoueowigcal e URp&cyshni fici

jajnik-w Iiczba neuron-w kisspept kontmmwghc h w A
T bez owariektomi{Nestoriin.,2 01 2 ) . Dane te wvesekadgrzewadig2 Ue pr
hamuje ekspresjin lbisg$apujeanyneeyg ow sAHRC, intmelhei a z v
odpowi adal zaKisebw otsrta kecki sep rdeosjjrizewani a pgci owe

1.3.2.2. NeuronyKNDy w kontroli pulsacyjnego wydzielania GnRH

Neurony KNDy (ang. Kisspepin/Neurokinin  B/Dynorphin  neurohs stanowi N
wyspecj apopowaapNn kom-r ek ner wowych zl okal.i
ki sspeptyny wykazuje takUe ekspresjBioraddw- ch
dynorfiny A. NeurokininaB kodowana jest przez gdac2u gryzoniorazTAC3u cz gowi ek a
natomiast dynorfina A przeadpowiedniogenPdynorazPDYN (Burkei in., 2006; Navarro

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

Neurony KNDyodgr y whk | ®lc z o wdénerowaniti iegulacji pulsacyjnego wydzielania
GnRHor az gonadotropin. Pr ey B wdynoring A gozwhlai a § a n
napr ecyzyj nak tryevgme Gocojni- w KNDy, co rytmiozddgeo wi a u
charakteru sygnalizaofisi HPG (Goodmanin., 2007).Neurokinira B inicjuje i/lub wzmaga
zsynchroni zowanN aktywnalSt ywadjudyehageediirNDy p o p
NKSRW efekcie dochodzi do uwal niaahnepgetéperyspept
GPR54 zl okalizowane na neuronach GnRBA st ymlt
wi NdJien hamuj Ncyinopircicepwymiaki gvnio8&j NMByur on - w
iwy g a s pubsgcyjhe wydzielanie GnRH (Uenoyairia., 2021).

Neurony KNDy wy k az uj N recépopwversg Wdhinva sygnagy met ab
(Backholeri in., 2010; @rneai in., 2016), podobnie jak neurotywor z Nce z ni mi p
synaptyczndEliasi in., 1999; Cerneain., 2016).Dz i n k i temu stanowi N on
integruj Ncy sygnagy zwi Nzane ze stanem energ
pofmeczNc w dvgdgiclania kissmeptyinuGnRH dodoeni® Sci zasob-
energetycznych.

W badaniach wk or zycht e Ncykcjn pokarmowN jako mod:¢
wykazano, Ue defi cythnéedampKiestswARCAegzt mik® et y I§kioni
podwzg-rzowN ekspresji gen-w koduj Ncych neur
sami c Szczuln, 2012].QNoa viassrtroot ne ,j reae-wimii @anipgcd @ we g
wywognainnedoUywi eniem w okresie mgadade&oeymonp
wielokrotne podawanie agonisty receptora NK3® potwierdza funkcjonalne znaczenie
sygnalizacji neurokininy B w tym procegidavarroi in., 2012)Ef ekt ten bygd por -
z o d p o wiyskdmd poNniekcji kisspeptymyi0 u dojrzewp Ncych samic sz
poddanych podobnemu st opni oiwnm., 2005).ed koldly wi eni
udojrzewaj Ncych sami c szczur - w d¢bserwowaoon y ¢ h
zwi ik &€ ke pKiesgd graz Tac2w ARC, wzrostak et oipulsi wo BH

(Li i in., 2012) co dodatkowo potwierdza d zi ag neur on-w Ketdily w p
metabolicznego (energetycznego) r e gfunkcirozrobiczch.

13231 nterakcja |l eptyny i ki s spozgspdkagomady w r e g ul

Bi or Nowaklluc z @ kispeptyny i leptyny wegulacjid oj r zewani a pgci
zaproponowanoh i pot eawdp, §d2e agaj N , cra@ewrei apbeN praw
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funkcjonowanieosi HPG.U owiec wy k a z a meurony Kisspeptynowelokalizowane

wobr nbiree aAgRuG N rpynygBackimleriire,2010)Ponadt o | eptyna
na ek Kpsles jp d w2z dgej podaniemyszomob/obpr owad z i do zwin
ekspresjiKiss1 (Smith i in., 2006). W t e ] same|j pracy wykazano
koduj Ncego r ec epachkisspdptgnowyghrARC. w n e u

Kolejnebadani a potwierdzi gy, Ueawtzeshyoh etapathy cd @s t i |
prowadzi do zwifikszonej masy ci aga, wzostd wy Us z
ekspresjKisslw podwzg-r zu. nZ&a koldeail &arl aomiipozecomy wo § y w a
co sugeruj e, zUeudsyiapngelmoiacjmodpd niwam sygna:
kisspeptynowegav  z a | e U stam@netaboliozeégo organizmyCastellano i in., 2011).

Nal eUOy jednak zaznacgtyfipneUedanniee jwesdznyosztnkai cez r
bezpoSredni N zal eUnoSi pomifndzy | ep(opaioN a ak
iin., 2011).

Przyj muj eUesiguizRginidido¢ir e mg o S cnieurony gkisspepioeg
zlokalizowane WARCni e wyKk prezswfunlk«tjonalkegcreceptora leptynyCravo iin.,

2013). Mimo to istnieiewy r aFahe Un o Si pozomenilgptgny momentem

r oz p o dopzéewanap § c egowk t - be)zsprzecznla czestearonpz M dukuj Nce
kissp eSthg)err . mzejp)olgmtanldw\@wp gy w | enetrony kisspeptynowe

WARC mo Uprzekagywanyg - wni e za poSrednictwem inny
Jednym z pr oponowa raktywacpneswrhaam-i vz np-rwo d wieksytj Ncy c 't
kt -re uczest ni c gjiNisspeptyne\y ARCEPetijine i ire, RG2@) Poeadto
badaniaManfrediLozanoi ws p - § pr a d20Mmiskk-aww uj N na i stotnN
produkuj Ncych méMSaH)o,k obr it &/ MdiN apamajike kdlepego g e n u
ogniwag N cezghoc s ynetabelcgng takie jak leptynazr e g u tlopzevyahhp § c égo w

W m-zgach m§owwkaz agroy zwghekdMstSh i1 d N avybtiskim

kontakcie z neurorami kisspeptynowymi zlokalizowanymi w ARC. Farmakologiczne
blokowanie r e cept or - w owyeh a pfonki cargtoy n doj r z,e ezamui e p g
t o war mpagkkekspresjiKissl w ARC. Natomiast u myszy pozbawionych receptora

ki sspeptyny podeareipe-Ms g owmnids§ta-lyvimd | uj NeMSH wp Jy w
nawydzielanie LH

Warto r-wnieU podker eoXlidizii,a glrew a ibenpribilyénet ggnmokz oa |,

t ak Ue vyadhapozionmachosi HPG Na pozi omi e przysadki wy k
w niewielkim stopniu stymuluje wydzielanie gonadotropifu i in. 1997) W obr nbi e gc¢
nat omi ast odnot owlacneo, zjaark wn oh apmoubjuNdczeajd zi agani
ich funkcjonowania w tym na st eroi dogemedi k®jritaz hor mon - w
(TenaSempere, 200Ghizzoni i in, 2001).

1.3.3. Folikulogeneza

1.331.Struktura i rozw:- j pncherzyka jajni koweg:H
Pfcher zy kjesjpadstaworiisouktyNjajnikaodpowiedzialllz a r ozw:-j , doj r :
i uwalnianie kom-r ki Bjuajugkiengagajdwa(aoeyt)y ctoszbee 0 w U |
kom-r kami z i granolosa dells mior @a n @ .$h§ca celdiOs(@amdk.a s k g a
sin z dw-ch morfologicznie odrnbnych typ-w
wewn nt §akhega interna , kt -re wyt warzaj N androgeny
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zewnnt g a ahecpa exiernp, zapewni aj Ncych rosnNcemu
strukturdne.

ROzZW- | picher zylokwe $ lag flikulogemesgagdst, wieloetapowyn

i precyzyjnie regulowanynproceem prowadNc ydno powst ania dojrzage
zdolnego do owulacjPr oces ten poz®oyg 4§ avhamomlych orkzommian r o1 N
metaboliczy c h  z ac h o d z N oogyid jakdkaar nkaghs @ mat ycznych pich

Picher zykiprjzajc kaephashdia rozwoju kdzirel. sin na pt
przedantralai pozbawione jamy antralnejorazpan c h er z y kwik t gchrjama & jest e
obecna (Macklon i Fauser, 2001; Hillier, 2001)Proces djrzewana pnc her,zyk . - w

zilustrowanynarycinie 1.3,r oz poczyna psiicthema ed&twagipey c h, w Kk
oocytotoczolyjestpoj edyncz N war st wN pgasdgkiiad &monyt ew
faziejest zatrzymanw profazel podzi agu mej otycznego. Pncher

rezerwin padmiNEepwNzynkoWwN,r ekr @ tpaivcereadaliseN i
dodalszego rozwoju

W kolejnymet api e rozwoj pi erivechterezygr zechodzN w s
pierwszo i drugorzndowych, kt -re c h atua éwiema y z uj N
war st wami kom-rek ziarnistych. Oocyt pncher
otoczkfi zwanN os §pondpélluciger zekt zysat dddgael a g«
ziarnistychosadzonycma b goni e planim basaigBeay-Talii Yoasefi, 1997).

Na =etapie pAcher zrykzap odrzy qar zsiidio we gobsngi ocnokw a. n |
Picheteg y kjwN aslil il wanegi@anadotr opisynit ez sjemitlgmad | N
hormory p g c e (amoto iin., 1992; Zhangin., 2001; Yung in., 2014).

n
C

Wrazzdalszymd oj r zewani em pncherzyka zwinksza sin
apom ndzy ni mi zaczynoahn\e tpwozrezsytir z smine dwype
picher z.y Rroestryemie test opni owo psa wii 1 KNz & jNN Pr owe
douformowania pojedynczej, centralre  p o Jamy antradngj( § amtrun). Ni ekt - r e
metody klasyfikacj prficher zwykr -wOni aj N ddoiduanh k opvioc h esrt zay
wczesnoantralnego, charakteryzuj Ncegorazsi i ob
poczNt kowo f or muj NadHKawanurd, 2028 Rirdlaym.n20a | n N ( Vo

Na etapie pncherzyka antr al smztgaafeynienaewialkat r al n
|l i czba pincher zylp-ow avmptiryanemy cht yawejl dojzewn gona
do stadium przedowulacyjnego (Hirshfield, 1991) a pozost agenah emgay Wi

przedowulacyjneo k r e S| apniec hjea kzoy ksianav® ryldj adwir, g @ st r ogen - w

u kobiet w wieku rozrodczymWW o dpowi edzi na przedowul acyj n:
pAicherzyk Guaazfwi epialNa =z pojews oacidppdiaasu |l ac j

gdykom-rki ipsgonkbt wewnnt rzachpj z @k ® 7tagcihlcaddjkibe s in
U.- gt e iyanHeusdeny1997). Dalsipsci agka U- gtepdodai elliya oklo
jajowej W przypadkpr zabpgotdadeamigkion Uo,mdpevwodiuld U ¢ We
progesteron. Natomiagidy do z a prijenialnie dochodzi,c i a § k aulegll stapriioeej

regresjyit rac NmoB88o do produlosjtiat bBor moas i Wiy ava ks zatgak
bi agawe i z aDownksa20l9Maynar d
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Pecherzyk Pecherzyk

wczesnoantralny antralny/przedowulacyjny

Zrekrutowany
Pecherzyk pecherzyk

pierwotny  pierwotny ; , ;:)\)‘{;3)}\)&:;)
oon komér/ka os{onf(a l\)\lona ‘§'}"]’ o @ ‘J-;;)V
ziarnista przejrzysta podstawna ltg;;?"i(ki'
antralna
Pecherzyk Pecherzyk komérki komorki
pierwszorzedowy drugorzedowy ziarniste wierica
promienistego

Ryc. 1.3 Schemat fakulogenezy( z mody f i kowano wg Longo i i n., 2025) .
kolejne stadia rozwoju p o c 2Nwspzilyc her zy k -zavwipe relxqodytt glogzomip oj edy nc z N
warstwN kom-redr zezar pis h-ypicdvywarstwoyee(@rwszo i drugorzndowe
aU stadumpncheamy kal nego, charakt er yanwan&jwyepmed nsiionin edg b epcgnyor
pincher zykowym
Kom-r ki ziarniste odgrywaj N cylowiusmroavdaz r ol i
odpowi edniego mi &zb®bdoeowi sidojrrewania W wakcieo s t u
rozwojup fc her zyY kiac uj N sfinktjonalnieeodmiemnpdwiud acj e: pr zy .
kom-r ki MGCs any.imaral granglosacells or az kom-r ki wi e Ec a
(CCsangcumuluscells. MGCs, zI|l okalizowane na Scianie |
endokrynne podczas gdy 6G€gpoPoedsimj Nonwakci e z
kompleksy oocytvieniec promienistf COCs ang.cumulusoocyte complexgs i dostarcz

mu nimchkadni k- w o ddierghi QJahgsonfiRedmer,2Q02; Scott, 2018).

W o b r id©OCsezachodzi dwukierunkowao muni kacja pomindzy oocy
wi e@ca pr.odestenaimsUtldgwa obedcfiasci wyrtaveazr z o mc hk
p n c h e rwypystek cytoplazmatycznych(TZPs, ang.transzonal projections kt -re
przechodzN przezk ostjoktkuij ¥ rzie) r z@msgshi®in.e dni o
1976. Dodatkowopo mi ndzy oocytem a kom-r kami wi e (Ec a
podNc z e lnowe (ag.zgapzjenctiony , kt -re umoUjl émwimajiNcwy mi
czNstoercazze kwt - rnychgodzie& aF ng k(KiddereMhave, 800k t 1t Ue E

13322Wpgywomomwmna dojrzewanie pncherzyk-w j aj
1.3.3.2.1Gonadotropiny

Folikulogenezgestwieloetapowyn procegm, kt -rego prSeibssipdjjpzracgUy
lokalnychc zynni k- w wy @djaikuer agythcj N sporamomwalntNN pr z
0S HP®oczHNakgwddieo wczesnepretheyzykozwoij aj ni
a U nmmentu utworeniajamy antralnepr zebniegaa NeUni e od dzi agar
poni ewaz(h cnihogdidch thardzo niskhs t 11 dgk(Hillier, 1994; Halpini in., 1986).
Jednakbadania z wykorzystanieantagonist WGnRHuU mg ogdyzooiwy k azagy wyr a
spalek |l iczby dojr zewanaMengicchh paitcrheezjziy gen@o owiarlz
podani e FSH porrzowsapdize sjzoe ndioa rjanikowych (McGpeiig.,h er z y k
1997). Wskazujet o , Demajcwoze8tapyfeg lsizlkeul ogenezy sN w
regulowane przezokalne s y gynpargkrynme, pncherzyki j mjamiywawel s
wraUOUliwoSI na FSH jeszcze przed osi Ngnifnciem
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PrzejScie pincherzyka przez stadium antralne
uznawane za pwe sy zal eUne od aktywnSaScdd ggo/mwead ok Irw
wdojrzewani u pfchetymulyfkcekepr @ 8§ falemyzohm- w zaang
wsyntezin estrogp Meckws porreaszi iz wiefckespzzaor - w LH w K
(Hillier, 2001). Z kolei LH j es't n i astatbchndgodyo j d @ ewani a pnch
przedowulacyjnegorazinicjacji owulacjiipr oces - w, kt -rych nie moUn
zastosowaniu wysokich dawek FSH (Zhairg, 2001; Pakarainen, 2005).

1.3.3.2.2Hormony steroidowe

Hormony steroidowesyntetyzowanev jajnikup e § n i Nr d hsregaladcjnfdlikulogenezy,
wpgywagaNcwaodojrzewani e pi¢jakeirch fukkcjonowgniaj ni k o\
Estrogenyiandr o g e ny proededwsiysikimajkdin r k i zi arni sche, Zz a|
prawi dgowN proliferacjn oraz przeUywalnoSi.

Badania nanodelachmyschwy kaz a gy, Ue ME2rpewadzsderghamowaniaa c j i
rozwoju phincherzyk-w na etapie wcezipsl@B)ch pnc
Nat omi as E2wyine dkoabj - Nrargmatazygptoctardmu P458kutkuje zaburzeniem
sprznUeni a z wrspohymepgzaiomein gamawlatrapynU\akich warunkach
folikulogeneza poczNtkowocherebkewaadbdr alt my
wraz z wiekiemz 0 s t a | eie zabufgdnaawijajnikuni e wy kyyWapsBchier zyk
dr ugor znd o wry,d9%8; Rrittiiing 20@0).

Zakg-ceni e sygnali zacj.i androgenowe | r- wr
na f ol i k Myszygoezbasviorie .receptorandrogenowegovy k azuj N zmni e
pgodnoSi, obniUonN Iiczbih phcherzyk-w antr al
apoptozn kom-rek ziarnistych, co w konsekwen

j aj ni kiinw20@4;Hshiind in., 2006).
13323 wi Nzki niesteroi dowe

Ist otrnoN i w regul acj i djajhikoveyehw alrgir a twap Kzlidi eNrzZkyi k - v
niesteroidowe produkowaekalniew jajnikuy, w szczegnadhe8Ncebdaghkadr
transformuj Ncego czynni kat wam®fdodmumibnegl. agr(o™maG
Donaj waUni ej s zy c hinhiziny, raktysviny,czzaylnind zka rs iUni @8 owani e
(GDF9 ang.growth differentiation factor Porazbi a gk o mor f o ge iBMPAMc zne Kk
ang.bone morphogenetic protein 15

Aktywiny i inhibiny s Nblisko spokrewionymi b i anj loaprzeciwnych funkcjagh
produkowarymi przez kom-r ki ziarniste pnche
Inhibiny s Neterodimeamiz § oythozn podj edraegpet hej Uz podj ednost
bB), tworzNc inhibinf wA sltujgkahpnd Iubkhdteyodiingny nat «
podjednostek b (Ynd bh987). bBbB, bADB

R-wnowaga mifdzy produkcj N aktywin i i nhibin
Picherzyki od stadium pwekapunBgaodbn upjrNecal\h
podjednostk b ,s p r z y gyrtgzeNaktywin. Nat o mi a st wi nksze, bar c
pficherankowé wykazuj N zwi nkoondiph dneoksstpkrie s jUi co
dopowstawania inhibiny A |ub B (Hillier, 19
domi nuj Ncg pgoidnibikieA. Aktywiny i inhibiny oddzi aguj N r - w
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napr zysadknwy dzeigeull aunjiNec FSH w isaktywimyjbe psrtzyercuil wisj t
natomiast inhibiny hamuj N.

Badaniau ludzi i na modelachmysch ws kaz uj N, Ue syuwzesinizy zacj a
wf or mowani u pncher zylstaaniyp i ezwygt pyictheorzgk - w |
t worzNcych rezer-@dulja@ajn2@0&N. (Baistapi e pic
aktywiny stymul uj N nat omi ast s pprrzoyljiazeshtica c d &
WZrosb w i p n c(hi eim.,199% Ahao in., 2001).

Od stadium antralnego dalszy wzrost r oiwc-hes zgjelal eUny od dzi agas
Aktywiny wydzielanenpsibkaj klomchklprenldsaﬁreersajt:rpr
receptoa FSH(Hasegava i in., 1988; Xiao i in., 199@)azwz magaj N akt ywno Si

cytochromuP458 t ymul owanN dziaganiem FSH (Hutchinsc

GDF9iBMP15syntetyzowane i auez owwdc)jtu,0 med michk e s n:
rozwoj u p hpodostaNrziyekz @iUd e mo me rtmyszyopezbawianygh i
genuGdf9dochodzi do formowani a pnic hdalszgryokz-vw jpi e
zostaje zahamowany na tym etapie ¢ 0 s pbadaniai fumkcji GIDE9 ndalszych etagch
folikulogenezyo pi er @ N w B inaelashin vitro (Nilsson et al. 2002)Wykazang

U&GSDF9 wspiera rozw- j pncher zyk: - worggadgrnava st adi
kluczowdNdecopa$ wzrostu pifcher zsud, 208In Vitriia.] ne g o
2000). PonadtoGDF9 poSredni o wskRomagak pwki g (Eegarmpireon
dooocyt u, co zapewnia jego | eps zokzzapolliegoo n i i
apoptozie kom-r ek zi arim, R098).Natahiasphnyszyhzenokauteh a ( Or
genuBmpl5wy kazuj N prawi dgowy rozw-j pncher zyk:-
wystipuj N u nich zabur z &m,i200). 0 lwdzi hetecopygotyizm z ap § o
mutace BMP15wi NUK &i per gonadot rcapNowNajmiiewyd ool rnaozS
proliferacj N K& Rasguaékn. 2004ar ni st ych

1.3.4. Steroidogeneza w jajniku

JednN z podstawowych f un lsytezeh opriintohne-rwe ysktae rjoaij dn
Steroidogenezgajnikowau wi fkszoSci lidzia knysay, przebiega ygodnie
zklasycznyymo del em dw:idlw:-lcdhhm-groemlkadot r o ggodniettynmr el and
modelemandrogeny syntetyzowarsel® c hol est er ol u iw wikeovm-Artk &mnke jo
wpgywemasit,pmreehodkdmrmélstxicd, gdzie pod kor
aromatyzacji deestrogen w

Proces steroidogenexryjajniku, przedstawiony schematycznieryainie 1.4,r oz poczyna s
od transportu cholestesyonltezysthamomwinNwegd es oh
zewnfitrznej mitochondr Etaptenjasaregolgvany firzes ea@idt t r z n N .
(ang. steroidogenic acute regulatory protgin ktdgreywam kl uczowN r ol i
s zyb kpzébieguc a§ego . p Nac eigsterdlldega enzymatycznej konws

do pregnenolonu, katalizowapprzezcytochrom P450sc(CYP11A)), k zlokalizowany

jestw mitochondriach

Dalsze etapytsroidogeney z a ¢ \w eetikululh endoplazmatycznyngdzie pregenolon
zostaj e pr zpogesteronaay adaiaedehy r o g e n-Aydrgksys}eboidowej
(HSD3B). Kolejne reakcje, katalizowane przcytochrom P450 7 A1 ( CYP17 A1) , pr
do powstania l-alfahydroksypregnenolonu z pregnenolonu oraalidhydroksypogesteronu
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z progesteronuTen sam enzym o dgsyned aehgdroepiandrosiererl  z
(DHEA). Winkszo&ét ppEAmubhriga do amdabzostteddi o
dal e] p r z eblolsgiczniek@rdziepaktywny testostergrzy udzialedehydrogenaz

1 7-fydroksysteroidowj (HSD17B Conley iin, 1994).

Androgenysyntetyzowanav k om- r kach os goyfku nddouej sNNS i @z ¢ jNc
kom-rek ziarnistych, gl dezgiaej Nw kpornzweew asBracgsNtcoe j e sc
ten zachodziprzy udziale aromatazy cytochromud4®0 (CYP19Al) k t ekspresja

iakt ywnoSIi sN sty mullecswarse eprozne zp r zSteatomiasa § c any
androstendiorw e st r onnaskttiipryi e mo Ue  zdo edtradioluprzez e d u k o\
HSD17B (Corbin in., 2003).

i R

StAR
Cholesterol 4 Cholesterol Chalesterol

CYP11A1 l

CYP17A1 / \ HSD3B

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

HSD3B \ / CYP17A1
—

HSD17B |

Ryc.1l4Schemat syntezy hor mo rCholestead jesttranspbriowapyc b @ve mjyanjt rizknue.j
mitochondriumdo jegown nt r za pr z ez deroadgéne acBte Rdqilaténaprogirgdzie przy

udziale enzymu desmolazy chsierolowej (CYP11Alylega konwersjido pregnencloniN a s t firpgménaon p

pr zeksztwgogestergz | ed 2detydragenaz3 Ehydroksysteroidowej (HSD3BKolejne reakcje,

katalizowane przezcytochrom P450 17A1 (CYP17A1 pr owasymedy adoogen - w, takich
dehydroepiandrosteron (DHEA)oraz androstendion. Androstenddn mo Ue b ykbnwerdveaty e j
dotestosteronwprzy udzialedehydrogenag 1 7-tiydroksysteroidowj ( HSD1 7 B) . W kom-r kach z
androgenyu | egaj N ar censa tryoziatesjosterord deestradioly a androstendion destronui
podwp gy we m acytochranuBR45@(CYP19A.). Sc he ma't przygotowano z wykor z
BioRender.com.

135 Kom-rka jaj owa

Od momentu rekrutac]
oocytu, kt-re trwa a0l
bi agazkinychz wi Nznki-emz biidnych do zapgdodnieni a i v
at akUe r eor glahnii zlaa .M tiowolggseo® c yt znaczNco zwi i
rozmiary, coa swi NdJrei esmtrarsskgpcynsjr trédslacyjrej. W p e g n i

dojrzag kom-r ka jwaijhokwsaz &Naiw i e tai azgneakc zmii & t y p

i pncher zyikatopazneatycmreet ne g o
do owul arcgjomadzeR&®NAC es t e
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somatyczna, coodzwierciedlajej wysokN a k t y fw mataBolicziN oraz przygotowang
dopegni eni a f urfBadatiovarim,12989)dc zy c h

Dojrzewanie | Ndrowe oocyt ui upop edzai argaut ommea jac i
kt -zrost ag zatrzymany w profazie | naVjego zesny |
przebiegu doc hod z i do rozpadu otoczki j Ndr owej
(haploidyzacji) oraz uwolnienia pierwszego
inicjujNcym wznowi eni e mej ckangekjeecipdcytwckodzy wzr
w drugi podziag mejotyczny, kt -ry .Weakimaj e z:¢
stanie kom-rka jajowa |est uwal ni ana z pnka
ZakoE&zeni e me j oz yw pregadkun gy jdagdzieddo g & @ Geoia n i

(Seni Caiazza, 2013)

1.351.Mi tochondria w kom-rce jajowe]j

Mitochondwi kBomeaiunkdg,ze rketgnray wla Uni ej szN | est
energii w postaci ATP. Pr oceenearogaczhgvamnya io o\
ze znacznym zapor z e bowani e m . hVatraktiee dojrzewania Mdacgtdochodzi

dogwa gt o wn e diezby wopiir natschondrialnego DNA (n2NA). Wpricher zy kact
pierwotnych gryzonobecnychjesb k o g o 2 00 Kk o pin.,i200 CiiedNnd 2008},a o
podczas gdy dor zagy oocyt o & O &30 @08 wd rewwed 500 @DpI,

wzal eUnoSci Mayg & an,RaD Gantds et ah 2006).

Mitochondrias t a n o wi N miejseertarcehlordez e n i uat | perno caensi-aw Wi gl o w
| i piid-bwSab§teatgteu | egaj N prdoacétdofC b A J crean s toyghodzi e

w cykl kwasu cytrynowego (cykl Krebsa} a ¢ h o dwvz macigrzy mitochondrialnej.
Pirogronianp 1 d Nc y  k prodikemaglikatizy, jest konwertowanyo acetyleCoA przez

kompleks dehydrogenaz pirogronianovej, nat omi ast kwaesd! egguhz
b-oksydaci. Wybrane ami nok wasy natongastp rbozydkszt agcane b ez
w metabolityp o Sr edni e cykl u Krebsa.

Wy mi eni one procesy prowadzN do :NADWBRARMH i,a zr e
kt - pezekazuj dbmiéotherkitainegdj g Ecucha transportu el e
ten zachodzi poprzez kompleksyl IV g a (Ec ehowego zlokdldevanee we wn it r z nej
bgoni e mi t oehoeapdly el tnrepazez- tolejne  kompleksy skutkuje
pompwaniem proton-w (H ) d o skutkuje sytworzeeemi mi N ¢
potencjagu bgonowego mmitbamandirial meembranempoténfaM P al
Powstga@yi ent protonowy stanowi (sgntagyfATPhapndo:
umo Ul i wit®jzNc AFPni(nQR0&A).Pamees t en, fosfdytagpS| any
oksydacyjm, jest najbardziej wydajnymmechanizmenprodukcji ATPw k om- r c e

Oddychanie mitochondri al ,pa,owamrzicz -wyti war zdaor
produkt wuboczrych, takich jak reaktywne formy tlenu (ROS, angactive oxygen species

Ich nadmi er na a k u pnawbdaic floa stresuo dkgydacyjnego s kut kuj Nc e
uszkodzerémb i a § e k ,orazmiDNA. B o dvwy UmozioonR@S w oocycistjednym

z kl uczowyw b b rcizpognoedino Sci , s z cw stagszyh wiekey¢, u ko
ukt - roybcsher wuj e sgpak fenkcp mitochondriglnychoraz wzrost stresu
oksydacyjnegoSasakiiin., 2019Z wi f kapradokejgROSwi NUe sizabni Won g o
odsetkienz a prile@dr az z mmpir € jeddy oMa i n o §Bedaiwy i in., 2004)
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1.352.Met abolizm kom-rki |jajowej

COCswy kor zyst uj Ndng kguik pearfir ejgaekgd.Zd ol no Sl samego ¢
dob e z p o S rnethbolina glukozyjestjednakograniczonacowynikaz ar - wno 2z ni s
ekspresji transporter - -vakigywikaoigizowyakh ienzeg
glikolitycznych, w tymfosfofruktokinazy (Cetica in., 2002) . ZiseodhWNzgl
w dostarczanits u b s t enexgtycanychdo oocytup e Jaoti &Nacza jg  kom- r ki Zi
kt - r egwneefme k & b agll iuzkwjzNir adgor oni anu, mleczanu or az
met ab ol i prefencyrie wykdrzystujepirogronianj ak o bezpoSredni e ¥
(Wangi in., 2012).

Wraz z postnpens doobjsrezremwug nei as iGOd st & tonyr zvazdreo s

kompleksyz u Uy yejanji Ne ma | dwukrotnie wincej ni U niedc¢
Zzapotrzebowanie energetyczne podczasiinprzygot
2003; Richanii in. 2021 . Co istotne, oocyt niseu bjse¢ stat j ac
energetycznych, leczaktywnie reguluje met abol i zm kom-wgky wai &rcn i

naekspresjn gen-w zwi Nziam,2@05).Wykazand i el iuzsNi n(i Siu
oocyt - -wrzowaCsi pdo spadku poziomu transkrypt -

w kom- wka€GEba pr onatondastposdwee gvprowadzeniek o m- r K i j aj ov
odwraca ten efekico potwierdzaistnienie S c &j, shgukierunkowej regulacji metaboliczne;

mi i @dacyena ot aczaj Ncy mi go kom-r kami

Kwasy tgJguszczowe swysokoenergelczr@&lrt elrjroa teynwenreg i i d |

dostarczaj Nc znacznie wibaej zATsmymiodtycg,l uk oz
jakiwkom- rwiaet®Eca pr omwimych lsot-ergkoach pnAncherzyka |
at akUe w pgynie phciiner 29K 8y n MpBmstatievelrgidh| o
czNst ec z eakmiewub cngghzgnowane jakor - j gl i cerydy w kr opl
Ich metabolizm zaaobdzi g § - wmo er zaksyda b n, okdtg-rryava kl uczowN
wpr awi ddpjozewamu oocytu (Dunninign., 2010).Hamowanigego procesu prowadzi

do zmniejszeni a clyitc zw y (-L.3dewnj orhz28ig)yocaho po F ni eni a
wznowienia mejozy (Downsin., 2009).

Nadmierna k u mu | a ¢ waocyciemmiUk:- w k ut kowal | ipreoyzyn& sy c z n
granlce bezpiecznego poziorhui p ipdb-zw st aj N Wy storkp jSN opmrezy t ym
r-0Oni ce mindzavgarktodifpdowyghiwocyty myszy, aszczur
zawieraj N ich znaczodogami®wi &) i dwigop(RicEvow m.a ni u
2000; Arena i in., 2021 IstotrN r ol i ochr onn N w pwad authyk alcvma sz-w
t gus z cpegkpaattr wikeé Ec a pr Kmi- @ rekusmdosygéohdmiari pi d - w,
ograni cz aj Nichpetendamie szkogliwys p dy wocyt @ardemain., 2013).

1353 WpgJgyw stanu odUywienia na metabolizm i |

Metabolizm oocytpp o zost aj e Sczio§l & o Ndwie NA& odgrgarszmnu N
Zakurzenia takigako t y §uonSiie d o Uy w i per noi wea digtoitgi/Shzchianwk o m- r ¢ e
jajowej, wpgy wampBtenciorezwdjoed r g za kzodSdhpg86bndeni a.

Badariaprzeprowadzoana modelu mysimwykagay , Ue di et a wysiokaij Nua :
zZ niegf ot ygwPdWwi e niekpraystny wp gyw na profidocwmet wbol
Czterotygodni owe stosowanprowadidde izgvi fefes o k ot §
akumulacjil i pi d- w w oibhdukgjiapogtoy € OGs wiek Eca pr orazi eni st
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kom-r ek za atrank BeeryaP (Wuiin.,,2010)Wy dgu Ueni e czasu e
doszeSci u sk yuy b dedatkpeymi zaburzeniami funkcji mitochondrialnych

w oocytach w tym wzrostempozionu ROS o r aeniems v m iUddutatiorsui jednego

znaj wa Un ine jysozyscykdoam tr - kuwOacytgtewy k a z ywamnyi e U obni U
potencjag croozmwmoi ®jwanmiejsaNj oz dsoil fin ©S$d iNNg rstadiim |

bl astocysty po zimpd®WHdni eni u (1l gosheva

Coraz wifncej dattechdi ws$ kayncyzsneak onkoelldegw g wif et awy ,
w tym transgeneracyjny w prifymetabolizm oocytuWy k az anmg UyUeand e pr z
samice dietypogat¢w t Ju s z ¢ zokresiep cpurkz eyd awail,Mow m r akci e | e
oraz podczas laktagjrowadzi dazmniejszermma sy mi t o c h o n dnfaipoziemuo r a z ¢
ATPwoocytachp ot omst wa, a ef eka dotpekolenia F3JAndrdaisne r wo wa
2019). W i nterpretacj.i t jgdnak u wzy quli tkd wi | n ad efliyni cj
mi ndzypokol eni owyc h istawioryehw oozfeatedP.acyj nych pr z

W przeciwie@E&stwie g@goznansgovwopsguyotk cewoy dvoybsrokeot g u s :

konsekwencimi edo Uy wi eni a i daestaboliznmkoodytup okzaol sotrayjcNe nnenj i
jednoznaczne Doty c hczasoseg ey uijiskkowana eestrgkda kaloryczna
moUe chronil oocyty przed zmianami zwi Nzar

ni eprawi dgawami a greehgoababiyipoziom ATP (Selesnieniiin., 2011).

Z kolei analizy przeprowadzone na COCs pozyskanych oHi&koz n i e dwoywkaagzNa § y

obecnoSi nieprawi dgowoSci mo k b mlaah kwi i cez@acyac h

promienistegp przy braku istotnychzmian w liczbie mtDNA orazw pot encj al e b
[
n

mitochondrialnej (Jiin., 2024)Wy ni ki t e ws k a z uj dianalinetabalignj y w n
oocytu moUe byl bardzi ej subtelny i zal eO
energetycznego
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2. Cel pracy

Wczesne etapy Uyci a, W szczeg-lnoSci okres
to czas intensywnego wzrostu organizmuaaz dynami cznego rozwoj u i
itkanek.Zar - wno niedob-r, jak i nadmi ar skgadni

okresactwr a Ul meowg8cirwal e modyf istlukdumya | z wiofzkws 7 ajj Ma er
chofizWwgaszcza mea skbtidtlyi cctz ng a dnzoi gakj ybwalE pr z ek a z
kolejnym pokoleniom ksztagtuj Nc ich podatn®Siwnowaga
energetyczng e st r-wnieO kIl wpozaow ginjuokwjenowanakuikejm d u

rozrodczegok t - r ego c e nt rradulacyjmm edo SmeiPtGa bhl i wa na sy

metabolicznen ap gywaj Nce z innych ukgad-w organi zmu
przez t kankRonignuos zrczsomNNcej | iczby bada®E wpg
energiiwe wczesnyche t ap ac h  Ugpfalowa prog@modanie funkcji rozrodczych,

reali zowane przez oS HPG, pozostaje nadal n i

W Swi et Ideo s aimpyncync h  w | ipastawicadn a st @ pio p ik Slwa j

Stres Uy wi e ndiooSmyi a dwe akeesieylaktacji i stanovi Ncym Kr ytyczne

postnatalne okno programowania rozwoju potomstwa j e st i stotnym bod-
programuj N&y - ry p oapnryz e zSr ozdmiwi s k a met abol
i hormonalnego wvewc zes ny m e tna fizeaeb uldagjcaehanie osiHPG

oraz wpgywalponancjr@gczyoz pot omst wa, r-wnie0
pokoleniach

Celem niniejszejpracyb y @ ena wpJy wu sptrrzeesjuS cU yowmokegsis o we g o
postnatalnymwy ni k aj dNgreami @z o enerpii,spkojdaadthyi k - w ocad Uy wc z
substancji bioaktywnych w mleku matki (pokolenie FO), na funkcjonowanie o$ HPG
upotomst wakiepgei ule @l fidni eni e m wipekalgnio R orazd ni c h
potencjalnychd g u g o fchakorsekwencji w kolejnym pokoleniu ( F2) , nké - bg go
bezpoSnadatanaei edaUywi eni e

Cele szczeg:- gowe obej mowagy

1. Ocemfenotypurozrodczegsamic z pokolég-1 i F2
2. Ocemzmian morfologicznycloraz profilutranskryptomiczagpg onad sami ¢ z p ok

i F2.
3. Analizhist at usu met abolicznego kom-rek jajowych
4. Analiziizmian w ekspresg e nt wbi agek zwi Nzanych z funkc]j
w podwzg:-r zfuodproava edeéen sggnagywmetaabol iczn

z pokolenia F1.
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3. Materiagy i met ody

31. Podst awowe zwi Nz ki chemiczne, rozt
mater i agy i aparatur a
Tabela3.1.Podst awowe zwi NzKki chemiczne i odczynni ki
Zwi Nz ek c hdeayinik z n Producent
4' 6-diamidynoe2-fenyloindol (DAPI) Sigma Aldrich, USA
Aceton Avantor Performance MaterialspBka
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 CF11 Cytiva, USA
Chloramina T Sigma Aldrich, USA
Chlorek potasuKCl) Avantor Performance Materials, Polska
Chlorek soduNacCl) Avantor Performance Materials, Polska
Difosforan sodu (NaHPQu) Avantor Performance Materials, Polska
Diwodorofosfoan potasuKH2PQy) Avantor Performance Materials, Polska
Dodecylosiarczan sod$sDS) Stanlab, Polska
Glicerol Sigma Aldrich, USA
Glikol etylenowy Sigma Aldrich, USA
lzopentan Fluka Chemicals, Szwajcaria
Jod 1% Perkin Elmer, USA
Kwas acetylosalicylay Merck Millipore, USA
Me di uPrIgstigiqsc()ernx;[/lei)eU Distrene [ Merck Millipore, USA
Medium OCT (ang.Optimal Cutting Biooptica, Wjoc
Temperaturg
Nadtlenek wodoru Avantor Performance Materials, Polska
NDS (angnormal donkey serum Jackson ImmunoResearchidsa USA
NGS (ang.normal goat serum Merck Millipore, USA
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Paraformaldehyd

Avantor Performance Matials, 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 ParalLast

Leica, Niemcy

Triton X-100 Sigma Aldrich, USA
Trizma Base Sigma Aldrich, USA
Tween20 Sigma Aldrich, USA

Wersenian dwusodowy (EDTA)

Sigma Aldrich, USA

Wodorowngl angsod

Avantor Performance Materials, Polska

Tabela3.2 Podstawowe roztwory

Roztw-r Skgad
137 mM NacCl
o : 2,7 mM KCI
S| f|210:_|32|czna buf o 10 mM NaHPQ:
PR 7 1,8 MM KH2PQy
ddH0
4% roztw-r parafori Paraformaldehyd svubstanqa
H 69 staga
prS PBS pH 7,4
30% roztw-r sachal Sacharozisubst ang
PBS pH 7,4
PBS pH 7,4
PBST 0,2% Triton X100
TBS 50 mM Trizma Base
pH 7,45 150 mM NacCl
50 mM TrizmaBase
TBST 150 mM NacCl
0,1% Tweer20
50%PBS
Roztw-r do krioprot 30%glicerol
30%glikol etylenowy
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Stabilizator do krwi 03 M EDTA.
oH 7.4 1% kwas acetylosalicynowy

ddH.O
50 mM Trizma Base
25 mM EDTA
Roztw-r do trawien 100 mMNacl
1% SDS
0,02% azydek sodu

Tabela33Got owe zestawy odczynni k- w

Zestaw Nr kat. Zastosowanie Producent
Oznaczenie
Androstenqllone ELISA E03A0878 poziomu BIueGeng Biotech,
kit androstendionu Chiny
W 0soczu
Oznaczenie
Leptin ELISA Kit EM0129 poziomu leptyny | Fine Test Biotech, Chin
W 0Soczu
Oznaczenie
Mouse Progesterone poziomu
ELISA Kit 80559 progesteronu Crystal Chem, USA
W 0Soczu
Zestaw dostarczony
przez Dr A. F. Parlow
[Scientific Director,
NATIONAL
Zestaw do oznaczenid Oznaczenie HORMONE &
pozi omu LH - poziomu LH PEPTIDE PROGRAM,
radi oi mmun w 0soczu HARBOR-UCLA
MEDICAL CENTER,
1124 W.CARSTON
ST, TORRANCE, CA,
USA]
QlAampE DNA Mini Izolacja .
Kit 51306 cagkowit QIAGEN, Niemcy
L Izolacja :
RNeas¥ Mini Kit 74106 cagkowit QIAGEN, Niemcy
. Ocena | ¢ AgilentTechnologies,
Agilent RNA 6000 Nang 50671511 RNA USA
TagMarE RNAito Ctl- Thermo Fisher
Step Kit 4392653 RT-gPCR Scientific, USA
KAPA2G Fast HotStart KK5510 Genotypowanie Roche,Szwajcaria
KAPA PROBE FAST KK40702 Genotypowanie Roche, Szwajcaria
ARCTURUSE PicoPure KITO103 |Z;)|aCJI? (?I\rlr'? i Thermo Fisher
DNA Extraction Kit . Scientific, USA
jajowych
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Quant St udi Oznaczenie liczby
Digital PCR 20K Chip |  A26316 kopii MIDNA Thermo Fisher
) w pojedynczym Scientific, USA
Kit v2 :
' oocycie
Hematggillnnlg?d Eosin ab245880 Barwienie tkanki | Abcam, Wielka Brytanig
ProLongE . . Thermo Fisher
AntifadeAMountant P10144 Zakl ejanli Scientific, USA
RNAScopé& Mul_tlplex 323100 Hyb_ryd_yzac;a ACD Bio, USA
Fluorescent Kit V2 in situ
OpaE 520 Reagent FP1487001KT Hyb_ryd_yzac;a AKOYA Biosciences,
_ Pack in situ USA
OpaE 570 Reagent FP1488001KT Hyb_ryd_yza:ja AKOYA Biosciences,
Pack in situ USA
Opak 650 Reagen Pac FP1496001KT  HYPrydyzaca | AKOYA Biosciences,
insitu__ USA
CellTiter-G| o E (?zil;r:]ueA?'Pl €
Luminescent Cell G7570 P PromegalJSA
L produkowanego
Viability Assay
przezoocyty
Ocera poziomu
- i pid- Thermo Fisher
BODI PYE 49 D3922 neutralnych Scientific, USA
w oocytach
A Ocengpoziomu
Cel |l ROXE ( C10443 stresu Thermo Fisher
Reagent oksydacyjnego Scientific, USA
w oocytach
Ocengp ot en
g bgony Thermo Fiser
JG1 Dye 73168 mitochondrialnej Scientific, USA
oocyt -
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Tabela3.4 Leki i hormony

Nazwa handlowa Producent Dawka Substancja aktywna
aop .
Iso-Vet Chanelle = Itr)ldUkCJa Izofluran
Pharma, Irlandig 1-2%- _
podtrzymanie
Ketamina Bl owet 100-230 mg/kg . Ketamina
Polska masy cCi
Vetoquinol, 10-16 mg/kg masy
Xyl apan Polska ciaga Ksylazyna
MSD Animal Gonadotropina z surowicy
PMSGI nt er Health, Polska 7S Ul cinUarnych
MSD Animal Gonadotropina
CHORULON Health, Polska 101U k 0 s mowa k
Gonadotropina
Cosmo Bio ~ Kosm- wkow
Hyper OV USA ' 100 OL Surowica za3
przeci wci ag
inhibinie
Recombinant 100 ng/mLi
: : PeProTech eksperyment in Leptyna
murine leptin .
Vitro
Tabela35Podst awowgz may wa li ag
Materiag Producent

Szki egka p-vaAsihesiver o w

Leica, Niemcy

Szkiegka nakryw

Equimed, Polska

Pgyt-doghkawe

Eppendorf, Niemcy

P gy tdkoig kdo w e

Thermo Fisher Scientific, USA

Pgyt kdio g3k8odw e

Thermo Fisher 8entific, USA

Narzndzia chiru

Fine Science Tools, USA

Tabela3.6 Aparatura badawcza

Ur zNdzeni e

Producent

Agilent Bioanalyzer 2100

Agilent Technologies, USA

Chemi DocE To8ystam | m BIO-RAD, USA
Czytni k pgytek Biotek, USA
Licznik promieniowania gamma .
Wizard 2470 Perkin Elmer, USA
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Homogenizator Fast Prep 4 E

MP Biomedicals, USA

Kriostat CM1950

Leica, Niemcy

Mikroskop fluorescencyjny
Axio Observer Z1

CarlZeiss, Niemcy

Mikroskop kanfokalny LSM800

CarlZeiss, Niemcy

Mikroskop Olympus BX43

Olympus, Japonia

Minispec LF9OII Bruker, USA
My Gl oE Reagent R PromegalJSA
Piec do hybrydyzacjn situHy b E Z E ACD Bio, USA

ProFl exE PCR Sy

Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientfic, USA

QuantStud o E 3D Digital

Thermo Fisher Scientific, USA

Skaner histologiczny Pannoramic MIDI

3DHI STECH Kft.

Spektrofotometr NanoDrop 1000

Thermo Fisher Scientific, USA

VIIAE 7PCR
System

Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, USA

Wibratom VT1200

Leica, Niemcy

3.2. Warunki utrzymaniaz wi er z Nt i

3.2.1. Warunki hod owlane

Wszystkie opisane
wydaga Lokal na

f AProgramowani e
warunkuj Ncych
irozw:- j

Komi sj a

Oywi eni owe
prawi djgowe
T §32018 duzhwalonymi zmianami.

A

opis model u do S
doSwi adczenia wykonane Zzo:¢
Etyczna ds. doSwiadcz

podczaanydhakt ac|]
f -proykadkpgonadywa n i e

T AProgramowanie Uywieni oweopaddaaszsabiresE
ukol ej ny c hi 3g20X3a@ LichwadnynEmianami.

Zwi erznta przebywagy w standardowych warunk.

Rozrodu Zwi er z Nt i Bada® tywnoSci Pol ski

Przedr ozpoczinciem eksperymentu Uywieniowego wut

(maksymahi e 5 osobni k-w/ klatkn). Myszy miagy ni e

oraz zapewniono im odpowiedni e23wWa)unkwi |bgytta

powietrza (5660%),12god zi ny

Zwi er znt aurtnui aR olznrsotdyut
wOl sztynie spegni a
w Dyrektywie Par|l
(tekst skonsolidowany z
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naukowych oraz zgodne 2z przepisami K ordej o wy mi
zwi erzNt wykorzystywanych do cel -w naukowyc!
zp:- ¥n) zm

322. Zwi erznta typu dzikiego

W niniejszej pracy badaniprzeprowadzono na modemyszy domowej Nlus musculug

Zwi erznt a szczepu dzi ki ego C57BL/ 61 pozysk
DoSwi adczal nej Ak da caggmgimis t Mk diy, ¢ Zpmoe jZwivwemB zhfot daor wnai |
|l nstytutu Rozrodu ZwierzNt i Bada®@ tywnoSci
wygenerowani a kolzej nsytcons opvaknoylcen@®E wmpastaBashi a d ¢ z €
wykorzystano samiceszczepu dzikiego C57BL/6Ww wi eku 21 dnamceor az d
w przedziale wiekowym-3 mi esi ncy.

323.Zwi erznta transgeniczne

W doSwi adczeni acWwndwe hie mgsoywranagacznych dostarczonych

przez The Jackson Laboratory(USA). U pierwszej z nich (033169B6(129S4)
Kiss1mL-1Cre/EGFPRPI\ k o m-k ach wy k az uj Nc Kissheksprkmowanagjestj 1 g e
rekombi naza Cgemmrepprieanimd®FR (Padlia i in., 2018). Sekwendiji

Cre: GFP ,Nbk ad k« jo Nwprowagzpnove , mi ej sce regiony koduj]
ekson genwKissl Druga z lini transgenicznych (007914; B6.@f(ROSA)26Sdf"14(CAG

TomatoHzey  tz7yy, linia reporterowap o si ada kasetin STOP Pl ankow
(ang.locus of Xover P), kt - r e t wo r ztinskbypdrgera k B d @goR¢ a § k o

fluorescencyjne tdTomat pod kontrol N promotora CAG. Wymi
w locusGt(ROSA26Sor(Madisen i in., 201081 a g kpo Czwi Nzani ulox, fr agn
katalizuer e k ombi nacj n DNA pomindzy tymi fragmen

fragmdmR (-380Wz gl ndens kalit khuij € sweykcwennccijeim znaj duj
mi idzyWmynikuik.r zyUowani a myisOD7AR14d $ wmn ii 1 tEEEK G Do n
poprzedekagndi kwduj Nc N bi aggkopdadWolmadow, uzyskal
zekspresj N t e g encyjriegoawy keurondch wkisspeptgnowy¢Ryc. 3.1).
Napotrzeby niniejszej pr KissyROmMI} gwieya tpso s Gk Ug §ly o
dowi zualizacji neuron-w M 2gpapiey oad@Heyts zyo K
pobierano w 8 riaz2lodd rdaomiodd gwicdo i Ngni ficiu pe
pgci owe|j
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&b &

' 7 )

1

‘I:' Promotor genu Kiss II—' Cre:GFP |

Cre Ge\J
(J— sTOF

| |
v

Ryc.31Prot ok-3g kojarzenia myszy w celu uzyskania osobni
w neuronach kisspeptynowydMy s zy transgeniczne, u Kkt .- r ywieuronack o mbi na.
produkuj Ncygshk rkziysCsopweapntoy nzie szczepem reporterowym zawi
tdTomatgp o p r z ekdazs@TMIP of | ank owaloxR Wswyrikwreenked mbmiinacj i zal eUn
dochodzi d dkasety sST@R ncioa umo Ul i wi a ekspresjn tdTomat o
kisspeptynowychSc he mat przygotowano z wykorzystaniem narzndzi

324. Prot ok - g Ukpjarieeienmyszy y

Samice pokoleni&0 w wiekuo k 0 omi ekojarfocoy doj r za gy mi pgci ow
Skuteczne krycie potwierdzano na podstawie e @irfSd $ z owego c z pogaymw po c |
samce przenoszomlo oddzielnychklatek P o d ¢ zsaasmiccieNUni agy ni eogr an
dop o U gnimikarmaLJ5 PicoLab, LabDiet, USA). W dninarodzin (PNDO, angpostnatal
dayQliczebnoSi mi ot - w ds8ma o d.3\adljugindria po porodzie samice

wraz zpotomstvem(pokolenie F1) losowo przydzielan d o d w - &dntrofnej (CON), 1)

wkt - -rej mat k iad likitamwokresie lktasjiprgz2 ) ni edo Uy wi one | (
lactation undernutritoh , w kt -rej samice portikaymywagyU§ &8&on
przez samice kot r o | n edsaddipodl emat ek w 21 dang.postnétalci a (
day 23, po czymmi agy ni eogr ado istandandowe] karrays laboratoryjnej
(5053PicoLab, LabDiet, USA).Samice ( )i samce [ ) pokoleniaF1 w wieku o k 0 g o

2 miesifncy kojarzono w nlkhsGONp(CE)NUN xBONK o mbi na
(LC) orazLUNI x LUNIl (LL), w celuuzyskanigpokolenia F2Samice F1 podczas laktaciji
orazpotomstwo F2 po odsadzenkarmioro ad libitum Pr ot ok - § Uywi eni owy
myszy przedstawiano odpowiednionyainach 3.2 i 3.3.
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PNDO PND21
|

CON Bl SEN  ad libitum 5LJ5 ad libitum 5053
1 1
1 |
DZIEN ODSTAWIENIE
NARODZIN OD MATKI
WU\ ad /ibitum 5LJ5 50% 5LJ5 ad libitum 5053
PND2

Ryc.32Pr ot ok - § Bamice 2gnupyokenyraineF0CON) by g y adkititumpiraree cagy okr
l aktacji. W gr &@LiUN)n iseadno (byewiootnrezjy n(y wkainys psc0(y wdazni eejn nperj z «
samicez grupyCON. Po odstawieniu od matki w 21 dniily o(RN®21, angpostnatal day 2jlpotomstwo (F1)

mi ago n ioreyo g rdeorsit ciizp doSchelthawi emi aygot owano z wykor z
BioRender.com.

CONTROL (CON) LACTATION
UNDERNUTRITION (LUN)

K 2

o
CON X CON LUN X CON LUN X LUN
Ryc. 3.3 Sctemat kojarzenia myszys a mi c e | samce pokolenia F1, wy wodzNc
gNczwpag/by Uz posokstw F 2, kt-re nie shy@s ryWgkaraystaowy a
trzy kombinacje podczak r zy Uo wa E: CONI I CONI, ILUNILUNICONdO op @z wd

wy o d r firbyngrupy eksperymentak dla pokolenia F2 CC, LC oraz LL. Schemat przygotowano
zwy kor zystaniem narzndzia Bi oRender . com.
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33. Obserwacje przyUyciowe

331.0Ocena masy i skgadu ciaga

Od dniaodsadzenisa U d o u Kot@odnidldryicd a staynd awied @ oveedze a
| aboratoryjnejnaatskgahd rrci@iych aralmguanoh r oz
zap o mon@adwhetyczagorezonansj N d ego(MinispecLF0II).

332 . OcenadojrzpgoSowej oraz cyklu rujowego

Od 23 dosamicplbykoil & @ rFolwad ZFd2no obserwacje w cel
osi Ngdojrza g o@&é¢ij.owrko otwarciu dr-g rodnych cod
zpochwy w celu identyfikacjfazy cyklu ruyjowego.Do pobr ani a mafieo i agu
zako@clkodci- pipety, k tumieskczano wu j S @achwy i kilkakrotnie

p r zukiwago roztworem PBS. Wymarmmo s zono na szkiegkopogpodst a\
mikroskog m Ol ympus BX43 wypXCs0pWaryy mp owioli Fma@emi u
cy k!l uocdnpmprea pods awi e zagnszczentiraz eichr adzymi-ens zkca
obecnych w preparatach cytologicznych

Diestrus Proestrus

Metestrus

Ryc.340br azy preparat-w cytologicznych m'yszy'di:eﬁtrdchych w
(dominacjal e u k o cpyoestrus()k,o m- r ki nab g oestus(weo gzo waltd regaxb@\eipnd o m- r ki
j NYogazmetestrug mi eszana popul acj a | euk oQbjektywdOx. i kom-rek nab
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333.0cena potencjagu rozrodczego samic

Samicep o k 0| e G Fwli ek uF 20 k oGH®ono3v pany zesamicaimozyp CON iCC
na okres20 tygodni. Samicp ok ol eni a F1 bygy p &ombinagache w na
CONI Xx CONIUNOb6Tr x2 C ONiast samice z pokolenia R2 kombinacjach:
CCl x CdalLlorXdazCtGV¥ akci e trwania eksperymentu I

-

urodzonych przez kaUdN samicihn oraz |liczbn mg

3.4. Pobieranie i przygotowanie tkanek do dalszych analiz

Tkanki od samic myszy szczepu C57Bhrézéau (typ
postnatalnego, tj. w dniu odstawienia od mgRND21)or az na dw-ch et apa
pjgci owego. Pierwszy z nich o H#iesteuSd eoznpo Sjraekdm i ¢
po pierwszej fazie estrus w Kkt -rej powinna zach ok il 0V
jednoznacznego odpowiednika tego okresu w polskiej nomenklaturze, etap ten nazwano

okojopokwiitoamiosw N yonk reisiu, dov kt - rym dochodzi
rozradczej Drugi et ap ustal ono j ako d diesteueE, W
poco naj mniej siedmiu regularnych cyklach ruj
pegnej dojrtagofSNgni pgceodejrzadgoSci pgci owe |
Tkanki od myszy KisgeROSA%6 5 dok gadni degranomn &ig2a i e Uy @io &

orazpoosi Ngnpednej dojrzagoSci pgciowe]j

3.4.1. Pobieranie krwi

Krewpobieranw serca, i ggN o rozmiarze 23G, przy u
zwierzficia w stan znieczul eniiazozad up@amacN Wk
przepgrszvadzono tuU powyUej przepony. PobranN ki
stabilizatorem (skgdad opisano w utabmdidkiBo29i,

2500 RCFw temp. #C. Zebraneosocze przechowywano w temg 0 U C madnentu
wykonaniaozacze E pozi omu hor mon-: w.

342. Pobieranie narzNd-w przeznaczonych do izo
Po pobraniu kKr wi ni ezwgoczni e dokonywano (o
Rozcinano powgoki ciaga, a nastnpni e rpzreepar c
Nar zNdyc zuaimmioe swz prob- wkcaekJymamrablaeaoi wpr zechc

80UC

343. Pobieranie narzNd-w przeznaczonych do ana

Jajniki przeznaczone do analimmmundistochemicznych umieszczano w 4féztworze

parafomaldehydu, a po 2dodzinachprzenoszono do 30% roztworu sacharézy o padni N ci
na dno poj emni ksaad¢ kamdckycosuasstpaonaeE bezpy Jowyc
Clark Professional, USAgnast inpni e medumOiCaZan&ktwrym wypeghni
plastikowe foremki (Thermo Fisher Scientific, USA). Dno foremknwaano delikatnie

wizopent ani e schgodecioamygympazediné o Wo przyj Aaci L
foremki umi eszczano n przeslowywayorw teémp-8 @ d&czasua n a st
przygotowania preparat-w do analiz i mmunohi s
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3.4.4. Krojenie tkanek

Bloczki z zatopionymjajnikamimont owano na gigowitoy nlkar i7o sGma tsu
Copi Nty skrawek u mkue podstavwoayn. oPrzygotoware z pgrepagaty
przechowwano wtemp.-2 0 ddcCczasu dalszych analiz

3.4.5. Perfuzja

Po anestezjz wi e r ketamirN & ksylazyrN uwidaczniano sere@, by w lewej komorze

umi eScil tfipo maka Ecpmaaedp piagsigic,ipraz edsi onek.
roztworu PBS z krwiobieguvy p gvank krew, po czym, w celu utrwalenia tkanek,
wprowadan o 4% r ozt w-r paraformal dehydu. Po zak:

I umieszcano na noev 4% roztworze parafanaldehydu.

346. Przygotowanie i przechowywanie skrawk:-:-w m

W celu odwodnienia tkamk ut r wa | omegzczanoe v 0% roztworze sacharozy
ipozostananoa U do opadnificia tWamlsi ipaymn&r pkijemn
na30 Om skrawki za pomocN kriostatu. Tak przy
do krioprotekcji tkanek na2-d o § k o we j temp@2yot AcCe. w

3.5. Oznaczeniest 1 Ueanrimo n - w

Leptyna, androstendion, progesteron

Poziom | eptyny, androstendi onu i progestero
Oznaczenia wykonano zgodnie z insteskaywawmi
wymienionych w tabeli 3.3.

LH

StiUemMiw osoczu myszy oznaczono nmétynoceN r adi
wykorzystano zestaw RIA dostarczony przez Dr A. F. Parlowa (tabelaV8.pierwszym

etapie pomiaru jodowano antygen 1l (AFP-12086B) z zastosowaniem chloraminy T.
Proces obejmowad inkubacj i r oz%woaruaz natlylgerna
przez okogo 30 s, a nastnpnie zatrzymani e
2%)LH przepuszczano pr zelem BtGGEU REONDowy pea § z ie GEn N
wykorzystano radioaktywnN frakcj . |l zot op o0Oc
CF11. RadioaktywnN frakcjn zabezpieczono i pr
w kolejnym etapie pomiaru LH.

W dniu oznatceveyBvapnroz ylgr zywN st anid a00dgm)N LH (
rozcie@®zajNc roziaw06Amawi eufzyszey QAFP M PBS
Uel at yue). ( PBS

W czasie pomiaru poziomu LH do pr egbelwgk Or €dk

iprybbadane (20 OL), DbNd¥ poszczedl)l nie opsuonckzt
bl ankowe pozbawione hormon-w (20 OL). Do kadU
l-r zidowe g4 06 8B . I nkubacjn prowadzono w RT

dodawano @ 0 ®ELH o aktywnoSci 15000 <cpgodzinh po K
przeci wczradfjowel |(«kwczeécaamtygG) w objnAtoSci :
kompl eksy i mmunol ogi czne, po 30 minutach w t
polietylenodg i k ol wu ( PEG, 6 %) . | nkubowano 1 godzint
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(30mi nut, 3000 RCF, 4AC). Po odrzuceniu-supern
przeciwciago umieszczano na 1 minutn w |liczn

17-b-estradiol

Oznaczenia poziomu E2 wykonano we wsp-gpracy
W tym celu wykorzysta o me t o dziodrielzlwSzAe Sni e j opi s(sfleysrm pr ot
iin.,,1990)zdr ob ny mi modyfi kacj ami . Pr zeecestn@iolf ago E.
6-karboksymetyloksym peroksydaza chrzanowa@E2MO-HRP) zost agy wudost nj
zesp-g Physiology Weihenstephan, Technische

W pierwszym etapie E2 -ceikesctzr.a hwW wtaynmm anelt w ddlo c
osoczadodawano 3 mL eteru metytertbutylowego (MTBE) wytrzNsano przez
WRT. W przypadku czterech pr - zZpowoduogranigzonejpy L U
il oSci ,mByeoi andiu e j WarNt oo bjj eid maSK .ozehastrakgimiey | , U
ss osowano mini mal Mejbi ebjamlop $Salby pkolEkiowy ekst
wyj SciowN objAatoSi Il ub by |l ekko skoncentro
st AnUen,i aocbhs eE2wowanych pr zed o s WINrgypadii cp re-mb eloj |
oograniczonep bj it oSci zastosowano korektnin o wsp-gc

W kolejnym etapie pr - bki ejscHh{ agdozdaznrérOidpaw e iz e
Po zako@Ezeniu nkubacj i, supernatant przen
iodparowywa o za pomocN urzRdfSnieaBGeneWgochky¥) .
zawieszano w 225 Ol buforu o0PG/NasHPG,OAGMNCcyYy m s
NaCl, Q1% BSA(pH 7,2).

i
m
2

PgytklogR6é6we przeznaczone do oznaczemiya E2 p
kr-licze 1gG, 1 Og na dogek) i bl okowano 0,1
50 Ol pr - by, poszczeg-lne pluombt y akr dwwejr St

Nastfipni e dod&@AMHRPAN®Hz 010 E 201 przeckwwi afa
kontrolnych, do kt-rych zamiast przeci wci agze
przez noc w temp. 4AC.

Nast Apnego -kiomiep § pkKg0a%K roztwdrem Tween 8ok aUdego do gk
dodavano1 5 0 rofiworuz awi er 8j B oO®tGmeSY| obe nzZTyMByni bindNc e
substratem dla peroksydazy i i nkubowano prz
dodaj Nc 50 Ol 2M H SO . Absorbancjn odczyty
czytni kBiotep, y§A) elOznaczeni a wygpowywamnenwadlv: ch

3.6. Metody pracy z kwasami nukleinowymi
3.6.1. lIzolacja DNA

Tkanki przeznaczoNd 0 genot ypowania umieszczano w 180
opi sano w tabeld] 3.2), po cproanh oddozddstaws n 0z 2 0
Ql AampE DNA MdaniszKich. kWokach stosowano sii
dowspomnianego zestawWPr - by i nkubowa@ @rzexmo k to § mgqdziny, 5 6 A

wzal eUnoSci od stopnia sitg awbeawana kaa@&i OLF
i ponownie inkubowano przez 10 minutevmnp . 70AC. W kolejnym etap
99,8%etanolucCa N zawar t o Soszom nakbdlumwikuiniespczongan o b - wk a ¢ h
zbiorczych. Pr-by wirowano, pgukano 500 OL b
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W ostatnim etapiea lkbdlyumwyyghlkggdddmNewolmej od
nukleinowych i wirowano §000 RPM, RT, 1 minuja. Pr - by z wyi zol ow
przechowywanowtemp2 0AC. 11 0Si oraz jakoSIi wyizol owa
urzNdzenia NanoDrop 1000.

3.6.2. Izolacja RNA

Tkankiprzeznaczone do analiz transkryptocanychp r zenoszono do pr ob - wek
odczynni kiem TRI Reagent i trzykrotnie homog
(20s z prindkoSci N 20 m/ s) . [kado rozoziemgacfaz 8CR1 d o d
(0,2mL BCP/ 1 mL TRI Reagent), inkubowano przez 5 otiw RT po czym wirowano przez

15 mirutw temp.4 AC z prfAadkoSci N 12 000 RPM. Po zak

Zbieranod 0 nowe || prvwabhodwewkini ej dd0& et anol W stosun
probi- wperzenoszono na kol umny umi eszczone w
oczyszczenia RNA zastosowano RNeasyE Mini K
doinstrukcjiprzygotowanepr zez producenta. Pr-by wirowano,

a nastinpnbef 800 RBPE. W ostatnim et aapkigea d aarboy
300L wody wol nej od k w a dodatkiem ninhibitora i RNAzvy ¢ h
(wrozcie Ec z E20) iuwirowano (10000 RPM, RT, 1 minuta) Wyizolowane RNA
przechowywano viemp.-8 0 UC. Diol o&ceinyi jakoSci wyizol owan
spektrofotometr NanoDrop 1000 oraz ana,Jizato
z zastosowaniem zestavigilent RNA 6000 Nanp weddug z al.®dceydkipr oduc
uUyte podczas tawianbwtabeli3.7RNA pr zeds

Tabela3.7. Spis odczynnik-w uUytych podczas izolacji

Odczynnik Producent
Odczynni k TRI Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA
Odczynnik do rozdzielania faz BC Molecular Research Center Inc., USA
Inhibitor RNAz Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, U
363. Badani e ekspresj.i gen- - w

|l oSci owN reakcjn ga@cuchowN -PGR|angqpanti@tzey w cC z
real-time PCR przeprowadzonaowuz astmarmaeaN wE dosazs on d '
TagMarE RNAito Ctl-Step KittSk Jad mi eszaniny reakcyjnej p
Jakomat r ycyOnUyRNoA.1 KaUdN reakcjn przeprowadzo
pgyt cteo §3kSodw e z Nd\ziAl i7 RealTime PR System Zastosowane warunki

reakcji przedstawiono w tabeli 3.B.o ka Ud e j reakcji przygotowyw
gdziez a s andhmirycowe RNAWo dMd | n N od k wa s - Tabela 8.30 zasviera o wy ¢ h
wykaz sond uUywapnryecsh idochkargeahliosnyy e&«h numery r
nazwy kodowanych biagek.

WartoSci ekspresji gen-w zostagy owdpdrcaiz one 2z
o algorytm PCR Miner(Zhao i in.,, 2005)a nastnpnie znormali zowane
geometrycznejlesp r e s j | g e n - w ActbePpib, Hmrthacnyajj nwyi cihk s(z e | st at

wybranychz zastosowaniem algorytmiormFinder (Andersen i in., 2004)W przypadku
tkanki jajni kowe] my s zBRpibayazHipd. Wynikiraralizygekspresic y j ny m
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g e n - wzedsgawiono w jednostkach umownych (AU, angrbitary unitg,
odzwierciedl aj Ncych wzglnindny poziom transkry
Tabela38. Mi eszanina reakcyjna uUyta do oceny ekspr e
Mieszaninareakcyjna
Skgadni k Objnt(StnUenie
2X TagMan RTPCR Mix 5 LO 1X
40X TagManEnzyme Mix 0, 25 X
20X TagMan Gene ExpressionAssg 0, 5 ( 1X
HO wolna od kwas 1,250 L X
RNA (3,33 ng/ 30L 1 ng/ O
Tabela3.9 Warunki reakcji RTqPCR
Etap Temperatura | Czas | Liczba cykli
Odwrotna 48AC| 15min 1
transkrypcja
WStnpna  g54c| 10min 1
denaturacja
Denaturacja 95AC 15 s
= X 45
PrzygNcz  gg9Ac| 1min
starter
Tabela3.10St artery oraz sBWPCR uUyte w reakcji
Symbol genu Nazwa biag ID zestawu / stlartelry F, R + sondy
(5'>3)
Actl* b-aktyna MmO00607939_s1
Cd36 Receptor CD36 Mm00432403_m1
Cesld Karboksylesteraza 1D MmO00474816_m1
Cedlf Karboksylesteraza 1F MmO00523518 m1
Cidec | Bl @9 ko F Jaspecifiq MmO00617672_m1
protein 27 -
Cypllal Desmolaza cholesterolowa MmO00490735_m1
Cypl7al Cytochrom P4507A1 Mm00484040_m1l
Cypl9al Aromataa cytochromu p450 Mm00484049 m1l
Dnmtl Metylotransferaza DNA 1 MmO01151054 m1l
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Dnmt3a Metylotransferaza DNA 3A MmO00432881_m1
Dnmt3b Metylotransferaza DNA 3B MmO01240113 m1l
Esrl Receptor est MmO00433149 _m1
Fshr Receptor hormonu Mm00442819_m1
folikulotropowego -
Hprt* Hipoksantyneguanine Mm0446968_m1
fosforybozylotransferaza
Hsd3b1 Dehydrogena: Mm01261921_mH
hydroksysteroidoa
Hsd17b Dehydrogenaza 7-b MmO00515131_m1
hydroksysteroidowa
Inha Il nhi bi na, p o Mm00439683 ml
Inhba Il nhi bina, p oc¢ MmO00434338_m1
Inhbb Inhibina, podj edn Mm03023992_m1
Lhcgr Rleceptor hormonu Mm00442931_m1
utelni zu)
Nrih3 Receptor LXRJ(ang.liver X Mm00443451 m1
receptor alpha -
SF:
Ppib* Cyklofilina B GGTGGAGAGCACCAAGACAGA
SR: GCCGGAGTCGACAATGATG
Star StAR (arg.stermdoge_mc acute Mm00441558 m1
regulatory protein -

*gen referencyjny

3.6.4. Sekwencjonowanie RNA

Sekwencjonowanie RNA (RNA e q ) zrealizowano przy wuUyciu
(lumina, USA) Biblioteki RNAseq przygotowano z wykorzystaniem taesi TruSeq

Stranded Total RNA with Rib@ero Gold Human/Mouse/Rétlumina, USA)Anal i znAn danyc
przeprowadzili drT o ma s z Mol can or az dr Kami | Myszczy
Mol ekul ar ne|j Il nstytutu Rozrodu Zwaligidanysht i Ba
transkryptomicznychwykonanow nast fnpuj Ncy sposakmScivstodmmeN
uzyskanych po sekwencjonowaniu wykonano w programie FastQC
(https:// www. bioinformatics. babraham. ac. uk/p
sekwencitadapt er owe or az odczyty o niskiej ] ako
n ar z guadaptéMartin, 201). Uzyskanew t e n oslgzybyszmapowano do genomu
referencyjnego myszy GRCm39 (baza danfisembl 106 przy pomocy program&TAR
(Dobin i in., 13). Zmapowane odczytydposzczeg:- 1l nych gen-w zost
programfeatureCountgLiao i in., 2014 . Anal i za zr -Unicowane,j e k
zod a g a w  pR wyk @ami wskieuDESen2 (Love i in., 2013. Za geny
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ozr - Uni closvmarneegj ie uznano t edjusted <aD.0Kbt e zr wzcghl fivdanrat
wartoSIi kr ot|fold$bange|® mslafy | ¢ g2 Fol58068).Pge| O
kalkulacjiRadj usted uwzgspdgcopypynizlbst ags avyfalsech odk
discoveryrate). Zidentyfikowane geny wykorzystano do adiz funkcjonalnych. Analizy

te wykonano przy pomocy pakietlusterProfiler(Yuiin., 2013 wy k or z y satychj Nc b a
Kyoto Encyclopedia of Genes and GenodsGG; Kanehisa i Goto, 2000Gene Ontology

(GO; Ashburner i in., 2000 WikiPathway (Kelder i in., 2012 orazReactomgJassal i in.,

2020.

365.Ustal enie genotypu zwierzNt transgeniczny

Genotypowanie zwierzNt zmodyfi kowanych gene
udostnpni ony mi paonkabaatofy(USM.n The Jack

W celu odr-Unienia myszy typu dzikiego od m
pierwszego eksonu genHissl, przeprowadzono APCR (ang.allele specific PCR

z zastosowaniem mieszanin reakcyjnych A i B, opisanych kolejno ®litdldl oraz 3.12.
Poprzygotowani u mi eszanin A [ B, prob- wki
iprzepr owadz o ARP€R w evartikach ropisahyeh w tabeli 3.13Bekwencje
zastosowanych starter-w przedstawiono w tabe

Tabela3.11 Mieszaninareakcyjna A AS-PCR - identyfikaciamy s zy z sekwencj N kod
fuzyjne Cre:GFP

Mieszanina A

Skgadni k Objnt StinUeni e

Bufor KAPA 2G HS 6, 25 1,3X

25 mMMgCI2 2,6 2.60 mM

10 MM dNTPSKAPA 0, 65 0,26 mM
10 EMmon Kiss primer 1,25 0,50M
10 RISBWT primer 1,25 0,50M
Glicerol 1,62 6,5 %

5 U /Pdimeraza KAPA 2G HS ta¢ 0,15¢l 0, 03U/ (

H-Owol na od kwas-| 8, 22 -
DNA (5 ng/ 0l 3 Ol 0,6 ng/
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Tabela3.12 Miesznina rakcyjna B AS-PCR - identyfikaciamy s zy z sekwencj N kod
fuzyjne Cre:GFP
Mieszanina B
Skgadni k Objnt StnUeni e
Bufor KAPA 2G HS 6, 25 1,3X
25 mMMgCl» 2,6 2.60 mM
10mM dNTPSKAPA 0, 65 0,26 mM
10 E&Mmon Kiss primer 1,25 0,50M
10 RISB MUT primer 1,25 0,50M
Glicerol 1, 62 6,5 %
5 U /Pdimeraza KAPA 2G HS ta¢ 0,15¢l 0, 03U/ (
H-Owol na od kwas: .| 8, 22 -
DNA (5 ng/ Ol 3 Ol 0,6nd OL
Tabela3.13 Warunki reakcji ASPCR
Etap Temperatura | Czas | Liczba cykli
Wstfipna de 95AC |1min 1
Denaturacja 95AC | 10s
PrzygNczani 59AC | 10s 35
Wy dguUan 72AC| 1s
Ostatecanbar 72AC | 30s 1
Schgadza 4AC b 1
Tabela3.14Se k we n c j ewrsakcpASPER - w
Nazwa startera Sekwencj a (50| Reakcja
Common GACCTAGGCTCTGGTGAAGTACG AB
Wild type AGCCTCCAGTGCTCACAGCAG A
Mutant CTTGCGAACCTCATCACTCGTTGC B
W kolejnym etapie chggno'ze sobN 2,5 OL mi
oraz 1 OL bufor u obci NUaj I\Jcego. Tak przygotoc
z dodatkiem odczynnika Simply Sé&fe w o0 b e corud Scriu T B EA 1X. Na pi e
Zzawsze nakgadano mar ker wi el koSci Tabel ¢

doprzygotowani a
El ektroforezn
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przeprowadzono paopi azymdm |



zobrazowano za pChnmeonti NDo g Ez Ndozuecnhi a Rycinag3.5n g Sy s
przedstawi a przykdgadowy rotwnmaznilel mysmpUlzi wsi
koduj NcN biagko fuzyjne Cre: GFP od myszy typ

Tabelad.150dczynni ki uUyte do ppzepukwa dvz eaziP8Rkahnglkctr @

Odczynnik Producent

Agaroza EURX Molecular Biology Products, Polsk|

Bar wni k kwas:-w n
SimplySafekE EURX Molecular Bology ProductsPolska

Bufor TBE (5X) EURX Molecular Biology Products, Polsk|

Buf or obci NUa Thermo Fisher Scientific, USA

Mar ker wi-5®0pz o Sc | EURX Molecular Biology Products, Polsk

Tabela3.16R0 zt wo rdyo updryzeepr owadzeni a el ektr oP@Rrezy pro

Roztw-r Skgad
200 mL Buforu TBE (5X)
Bufor TBE 1X 800 mL ddHO
0,75 g agarozy
0,
Agaroza 2,5% 30 mL buforu TBE 1X
- -

allel dzkiego gewu
Kiss1(336pz) allel transgenu
(~ 150 pz)

Ryc.3.5Wyniki elektrofoe zy w Ue | u agarozowym umoUl i wi aj Nce odr - 0Uni
fuzyjne Cre:GFP od myszy typu dzikiegd. doSwi adczeniach wykorzystano tkan
zwi erzNt posi adaKissétoyaztransgeh.l el dzi ki genu

Woprzypadkk genot ypowania myszy pod kNtem obecnoS
WPRE)7914 zastosowano RFCR z uUyciem zestawu Estarter
Skgad mieszaniny reakcyj nej wadzdnea warunkach t a b e |
opisanych wabedi 3.18 zap o mo ¢ N u r zAR o7 ReaiTima PORiSystem. Sekwencje

zast os o wa n yprzkdstantorsorwiakeelr 3.18.Rycina 3.6prezentujepr zy k gadowy
wykres wygenerowany przez progr&@u a nt St u eimePER Soétveate v1.7(Thermo

Fisher Scientific, USA)pp zwal aj Ncy na rozr-Unienie myszy
noszNcych zmutowany all el
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Tabela3.17 Mieszanina reakcyjnRT-PCRi wykrycie allelu Gt(ROSA)26Sor(tdTomalWPRE)}7914

Mieszanina reakcyjna
S k gnik d ObjntStnUenie
2X KAPA Probe Fast qPCR 10 ¢ 1X
10 ROBAF 0, 8 0,40m
10 OGtROSA)26Sor Rv 0, 8 0,40M
10 DTARev 0, 8 0,40M
10 KWF 0, 8 0,40m
10 ROSAWT Probe 0, 3 0,150m
10 RO®BA MT Probe 0, 3 0,150M
ROX 50X low 0, 4 1X
HOwol na od kwas:| 2, 8 -
DNA (30 ng/ q 3 Ol (3,6 ng

Tabela3.18 Warunki reakcjiRT-PCRi wykrycie allelu Gt(ROSA)26Sor(tdTomatWPRE) 7914

Etap Temperatura | Czas | Liczba cykli
Wsthipny o 60AC | 30s 1
Wstfipna de 95AC |3min 1
Denaturacja 95AC | 2s
P ri z ys’g“]tlilacrztae 60AC | 20s 40
Odczyt ko 6 0AC | 30s 1

Tabela3.19S e k we n c j ei wgktyaeraltele G(ROSA)26Sor(tdTomatdVPRE) 7914

Nazwa startera Sekwencja (56
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

Allelic Discrimination Plot

0.23

0.18

0.13

MUT

L )
Ll
*® ®
X L EPS
0.0z ® ’
- °
[ ]
012 0.14 0.16 0.18 0.2 022 0.24 0.26 0.28 0.3
WT

Legend

s Homozygous WT,/WT s Homozygous MUT,/MUT
s Heterozygous WT,/MUT xUndetermined

Wykres wygenerowany w prtoigme mP @R Qaafntt v8a ruedi WwE. Reh.l

wyniki reakcji RFPCR pozwal aj Nce na rozr-Unienie myszy typu dz
allel (Gt(ROSA)26Sor(tdTomatd/PRE)7914).

3.7. Fluorescencyjnahybrydyzacja in situ

3.7.1. Procedura hybrydyzacijiin situ

Do analizy |l okalizacij.i transkrypt-w w ARC p
instui RNAscopeE (ACDBio, CA, USA), opartN na
Technika ta umobl pwjadygecelkcihncadlweéeczek RNA
indywi dualne punkty dzi nki zast os oDwalnn au cszpre!
sondy wi Nde®cesliolwym RNA, a g-rna sgJguly | a
preamplifikator - - w, wzmacma awalya inab aprwed kz wj,
sygnagu.

Ze wzglnhndu na gruboSi skrawk-w m-zgowych (3
przez firmn ACDBI o, CA, USA, pozwal aj Ncy ne
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podst awowe
zavi er aj Nce

Tak

Pot ym

prot ok

czhiSci
- g
Assay. W tabeli 3.2@ e st awi ono
rycina3.7 przedstaveiwy n i K i

dl

by
obs z ald6 MoRdD-2,460mmd g map gukano 3 x 5 |
w roztworze TBST, po czym inkubowano przez 10 minut 04l
Nastnpnie skrawki
przygotowane
Nastnpni e zwodaerdestylowanejji ponownielss z 0 n 0
czasi e
iponowni e
umi eszczeni e

bidNcN

Zzanur zano

zapewnwieizhhmpirzyWolemamgewaijoN@

zagNczonym do
pjukamakgadpomooB Bakiwdke
preparaty pozost awinaniocima !
przez 1 god:
umy s za zjainonav koleejun N
w wodzi e, a nastnpnie w
szkiegek na 30 minut w 60UC. N
N zest awt Pdtrawienik zastosowano stangardavg z 2 0
utrwal anRdAs ¢omeabfr diomiyglhe x k@&ln
cuhUayrt aykcthe esgesctityydfijihatomiast
b aadnych.e & kontr

szkiegka

Tabela320Sondy fl uorescencyjne oraz przypisane im f
RNAScope
Nr kat ,
Sonda Transkrypt Fluorochrom | Rozci e &
sondy
Mm-Lepr 402731 | Receptor leptyny; mRNA  OPAL 520 1:1000
Receptor estrogenowy
Mm-Esrl | 496221c2 | | C@ynnikranskrypeyiny) - op ) g5 1:1500
aktywowany przez
ligand mRNA
Mm-Kiss1 | 500143c3 | | Metastatynal, OPAL 570 1:3000
kisspeptyna; mRNA
Prodynorfina, po
przetworzeniu
Mm-Pdyn | 318771 proteolityczrym OPAL 520 1:2000
powstaj N z
receptora opioidowego
kappa; mRNA
Mm-Tac2 | 446391C2 Tachykinina 2, OPAL 650 1:3000
neurokinina B; mRNA
Polr2A C1-
kontrola .
Polimeraza RN typu Il Cl1l-OPAL )
pozytywna podjednostka RPB1 570 1:1500
PPIB C2- C2- OPAL
kontrola 320891 . 1:3000
pozZytywna cyklofilina B 650
UBC C3- o C3-OPAL 1:3000
ubikwityna C 520
kontrola
pozytywna
C1- OPAL .
DapB (C1, Ktervi duk 520 1:1500
C2, C3) Bakteryjna reduktaza | = ~, ‘qpa)
N 320871 dihydropikolinianu 1:1500
I kontrole . . 570
(Bacillus subtilig
negatywne C3- OPAL 1:1500
650 '
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Kontrola pozytywna Kontrola negatywna

Ryc. 3.7 Hybrydyzacjain situi kontr ol e. Po | ewej wi doczna ekspresj a
pozytywna); po prawej brak specyficzneghapB¢kgngalaa gu pr z
negatywna).

3.7.2. Obrazowanie i analiza obrazu

Obrazowani e wykonanopu konfakginego USMB800uU immérdyjnegos k
obiektywu GApochr omat 401/ 1.2 NA. D orwniki nfOpdEo wa ni a
(AKOYA Biosciences, USA . Rejestracjhn sygnagu przep
oprogramowani a ZEI SS nazwanych wedfugw,odpc
tj. Alexa Fluor 48&ITC (dla Opal 520), @3/TRITC (dla Opal 570), Alexa FluoB47/Cy5

(dla Opal 650) oraz DAPI.

Zliczania dokonywano w regionie zainteresowania (RO, gipn ofinteresj,o b e j muj Ncy m
AVPV/PeN orazARC. Granice ych obszar wwz naczono na podstawie &
myszy autorstwa Paxinosa i Franklina (2012).
ekspresjn dainjeagkoo tproaznystkyrwnpet uuz nawahobube £ sw ekt
wy st np opostari pmynajmniej pofiynczego punktu. Dodatkowo idgfikowano
izliczano kom-r ki wykazuj Nce kol okalizacjn
fluorescencyjnego w wincej ni U jednym kanal e

Zl i czeni a prowadzono z a pomocN nalityeznegont - w
wchodzNcego w skgad o w3.1d.dCackzeieswlemeyn AnZliEyN Bl u e
wykonywano przyj ednak owych ust awi e n iama ihprzgiwvanzamiene t r - W
danychdlaws zyst ki ch anal i zowanych przypadkbw. D a
pozytywnych kom-rek dla pojedynczych oraz ko
na badany skrawek m:-zgu.

3.8. Barwienia immunohistochemiczne i fluorescencyjne
3.8.1. Jajniki

3811Barwienie jajnik-w

Dla uwidocznienia morfologii tkanki jajnikowej zastosowanotzesw b ar wi Nong H&E ¢

Kit . Po wyjfncsakize gkamrzaelag ki awk a mi juyj ni k- w
wbuforze PBS, a nastfpnie pod bieUNcN wodN
etapem bygo nagoUeni e r ozt vawieiunkubagjmmzen20s.y | i ny

Po barwieniu szkiegka opguk iutwanaymmanszondi e UNc
odczynnik Blue Reagenia kolejne 20.Potym czasie z k ipenpwneEp r zep gukano bi
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wodaN p- Fniej odwadni anpofgéwsanouasd e Nicukd0 &j in «
(inkubacje po 30)s . Nastnpnie aplikowano r atgntowaor eozy
proces odwadniania ®6% etanolu (2,5 murty) oraz 99,8% etanolu (5 miat). W dalszej

kol ejnoSci sz ki ek aramisubdtytutn Wsylenfpierdse o npag uirkaznti veo

5 minut drugei 10 minut). Naz a kkaw® ni e na skr awki sagoEgha |
nakrywkowe.

3.81.20cena morf ol ogiczna pncherzyk-w jajnikowy

Wybarwione preparatp br azowano za pomocN asforamieMIBl hi st
(3DHI STECH KN&a. kaWdgymyprzekroju jajnika mie
jajni kowych z widocznym jNdrem kom-rkowym \
war t oS c morfolayiiwtaarkstt ew Kiaonistychdeckk onano kcaeykiykawji
pi er wsz q40200d;o wjyedna war st wa, kdbmu g #8043 @wyni st
dwie warstwy) wczesnoantralngl80-2000m; kilka warstw komr e k zi ar ni st ych,
jama antralna)praz antralny/przedowutgjny (326450 Om; wykszta@gona jama antralna).
Wprzypadkpp icher,zywk -kw - rych rozmiar nie mieScig s
kl asyfikacjn opierano wygNcznie na cechach m

Podczas analizy mierzonp o | e k a Ud e (groekropi kjaniké&) aaby oszacowh

przyo | iNJonobj fjtag Sii k a. Do pomi anawzinawykar zygaw
woprogramowaniu analizy preparat-w histolog
Przybl i Oo@Nj aojbnjinktao Sdbl i c z@nw Bwedd@iig, gdzeo r u :

Ai oznaczgpole przekroju jajnika natyms k r a wk u , n to |iczba przen
jainika 70m t o gruboSi poj edynczovpa tSHSyaEjekyak, a ws |
ze wzglndu na fakt, Ue analizowano co pi Nty

382. Tkanka m-zgowa

3.8.2.1Barwieniefluores cencyj ne t kanki m- zgowe|j

Do barwie® i mmunofluorescencyjnych wykorzyst
AVPV/PeN (bregma ~ +0,2 mm do-0,2 mm) oraz ARC (~-146 mm do-2,46 mn)
podwzg- -Wgaystkie pgukania wykonywazmoztwou RT. P
do krioprotekcjxomnkw nekS. pNaktampnije t3kankn pi
12-d 0 § k ao w00 OL 10% roztworu surowicytabela 3.21maj Ncego zabl ok owal
niespecyficznegollwzNdawiahpr ¥eukiestbebiy@god-5 o § k u

s kr awZX tegw roztworu skrawkp r zeno sz ono breozzpt owSorreud nzi aow i deor a
pr zecdlwazifafiaveta 3.2 i 3.22) i i nkubowano ptezpe4zUCc a g N
nawyt r zNsar ce kogyskowe jia stoBowahc koat® | k a U gaqo y Wr
gdzieni e dodawanlaz ipd zwydtwci Wgkol ej nynmkSenngpi e t |
w TBS i umieszczano wroztworze zdobranym, gatunkowo zgodnymr zeci wci age
l-r zndowvwyanbel a 3. 23) , mzazRdodzipywREPok ok epbawanp Juka
dokonano barwienia jNder I@mmiLkowyel i 2a&Ecpomg
przez 5 mimt w RT. Wy bar wi one skrawkia pnoansotwinpinei ep guunki
naszki egkach podst awakmagiant® r olLe@lg& @b Wahatahm o |
inakgadano szki &g kyénie B.& kaprgzenkowan@r. z y k §wydilo w e
opisanego barwienia.
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Tabela321Rozt wory st os owaflnoeescpnoyihyct a a nbBk ar wii @ GGo we |

Roztw-r Skgad
10 % roztw-r sur ow 10% NDS
bl okowania niespec 0,3% Triton X-100
TBS, pH=7,45
2% roztw-r Ssurowic 2% NDS
pr z e c irwcfidaogwylc h 0,3% Triton X-100
TBS, pH=7,45
Tabela3.22Pr z e cdlwend g we padaasboawawiiee & t kanki m- zgowe|j
Antygen Gospodarz Nr kat. Producent Rozci e(

ab32063 | Abcam, Wielka Brytania 1:1000

ERG Kr - |

Tabela3.23Przeciwé alfr zndowe stosowane do barwie®& tkanki r

Specyf il Gospodarz| Fluorochrom | Nrkat. | Producent |Rozci ed
i | Jaccen
Kr - i Osi o Alexa 647 607- 1:500
003 Research
Labs, USA

Kontrola negatywna

Ryc. 3.8 ERU- immunofluorescencid® o | e we | wi d o c z n aU go Nrdwejkonaolasmdgatywnae s j a E
z pominifAci emz ipdawydwci ag |

3.8.2.2.0brazowanie i analiza

W celu oceny ekspresjiFEU w neuronach ki sspeptynowych,
przyu Uy ci s kmipkur k onf okal nego wypos aGApotleagnat w i mn
401/ 1.2 NA. Sygnagd fluorescencyjny rejestr
odpowi adaj Ncych fluorochromom: tdTomato, Al e

Podobni e ] ak w pr zy pradgziecyi in situr awk i w z proi eh yko
przeprowadzono w regioni e zainteresowani a,
orazZAVPV/ PeN. W kaUde&jompr kbcevykaneconp NoRU+@kspr
or az l i czbn neuron- w pozytywnyckh uzthvaao t d T o |
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za pozytywne, jeUeli sygnag flibhioe esica®ayk am-
j Ndr przypadku RU) . Dodat kowo analizowana komoklhkil i
podw:-jnie pozytywne uznawathnm nnakijawd pkjtz-erstate e
zsygnagem Al exa Fluor 647.

Zl iczeni a prowadzono z a pomocN el ement - w
wchodzNcego w skgad 0 pvB. dLi). rAaalizy wgkonywano HprzyN Bl u
jednakowych wustawieni ach praaniadagythrdla wszysthidha z o w e
ocenianych zdjnl . Wy ni ki przedstawiano j ak
(tdTomater, B RMdztdTomato+tERY+ pr zypadaj Ncych ma zpgaoj edy
w regionie zainteresowania

383. Fragmenty jNdra gukowatego

3.8.3.1.Procedurai z ol acj i i hodowl i fragment -w j Ndr a

Tabela3240dczynni ki uUyt e doanvipafzryaggomé®@ ami a hodowl i

Odczynnik Producent
B27E supl emg( Thermo Fisher Scientific, USA
Dul beccods Sigma Aldrich, USA
FBS (angfetal bovine serujn Thermo Fisher Scientific, USA
Glukoza Sigma Aldrich, USA
GlutaMaxe Thermo Fisher Scientific, USA
Metyloceluloza Sigma Adrich, USA
Laminina Sigma Aldrich, USA
Poli-L-lizyna Sigma Aldrich, USA
PoUy wkMa M Thermo Fisher Scientific, USA
PoUywka Ne-Ar ol Thermo Fisher Scientific, USA
Rozt w-r {stepomycynal Thermo Fisher Scientific, USA
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Tabela325Ro0 zt wory i p o Uy wkvitrofured méRQo- vao d o wl i

Roztw-r/poUywh Skgad
1,5 g agarozy
0,
Agaroza 3% 50 mL ddBO
126 mM NacCl
2,5 mM KClI

1,2 mM NaHPQOy*2H20
1,2 mM MgChk*6H20
2 mM CaCh
11 mM Glukoza
25 mM NaHCQ
ddH20
95% Neurobasal A
2% SuplemenB27
PoUywka Neuroba 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% Nairobasal A/Metyloceluloza
2% Suplement B27
PoUywka Nurobasal 1% Glukoza
1% Penicylina/streptomycyna
1% GlutaMAX (100X)

Bufor KREBS 1X

PoUywka MEM/ FB

PoUywka Nurobasal

W pierwszym etapie przygotowano okr Ngge szk

wzl ewce wypegnionej acetonem n aikékeotnigd®8% i ny w
etanol em. W kolejnym kroku szkiegka opal ar
iumi eszczano na szal ce Pet r-L-bzgnp O, Wwyng/@ld ni onej
ipozostawiono wW nim na noc w temp,szkig§KkKAC. P
pozostawiano w | od:-wce. W dniu eksperymentu

1:50 roztworem KREBS 1X i pozostawiano w inkubatorze na minimwgnold z porcaym
pgukano poUywkN Neurobasal A.

FragmentyARC przygotowanaio hodowliin vitro,zgp d ni e z wczeSni e]j opi s
(L - p-Benditoi in., 2006; Decourtye i in., 2017; Decourtye i in., 200\8) z g opabie@no

od oSmi odn iKesW§ERE. Poamwiyper eparowani u, m-zgi umi
szal kach Pet rdhe mavworew yKREBSN 1X0 s gy h Jo d avacrzyerS ni e |
wzamraUarce. Nastnpnie tkanki umi es ztenpano w
42AC. Po zestaleniu agarozy, 3tol0anCkm pkrrzoyj onld
wibratomu i inkubowano na membranach (Whatmar@ytiva Europe GmbH, Velizy
Villacoublay, Francja) w poUywaei MBEMICEBSzt en
i bilansem powietrzaPogodzi ni e p o Uy wkNeurobegaB2® nikutsowamo n a

przez kolejne 30 minutwtychsamyghar unkach prXaeptr opwaideARG.o0 dyse
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Wyci nte fragmentezy30 immnkw lmedwia Neurobasal/B27 po czym

umi eszczano na szkiegkach nakrywkewpdibgkgolwyy
wypegni ony enhdiuml NeurobasdetylocelulozaB27. N a kakiyedku
znaj dowado sfirfa gomke n& o dvoswt ifwowadzono przez 24 godziny,

poczym fragmenty pozostawianowa r unkach kontrolnych (SwieUa
|l ept ynN 2100 m/miipizezkolajne 24 godziny

Na s t rirmgmengtkankip g u k a n o  3oztworebn PBS utrwalkanow 4% PFA przez

30 minut w RT. Po utrwalenis z ki egka ponowni e 3VJrozkvaze o , bl «
surowicy koziej (tabela 3.26) przez 45 minut i nkubowano w wyblkFanych

r z i d o Wapaah3.27) przez noc w temp4 AC. t iNparse g o dnia szkied
i inkubowanopr z e z 2 godziny w Rz nd o figbedae 8248w c i a § @
skoniugavanymi z fluorochromem. Po tynt z asi e szkiegkaiwapoonowni
roztworem PBS Got owe szé&mntdkwia ARCrmaghkdad&mo poast s
pokryteme di um z anBrkal Nrcgyfn Ge Malntalin t i f a d

Tabela326Rozt wory stosowane podczas barwie®& fluoresc

Roztw-r Skgad
. 3% NGS
0, .
sl/O(;Ci to\:/vvarn [ Zu rn(i) V(;”SGCE:))(; C 0,05% Tween 20
PBS, pH=7,4
. 2% NGS
) .
e S v daogw e b 0.05% Tween 20
P gwy PBS, pH=7,4
Tabela3.27Pr z e c orcziiadjo we st osowane do barwi &R a wg- ki e
Antygen Gospodarz | Nr kat. Producent Rozci e(d
) Abcam, )
Neurofilamenty Kura ab72998 Wielka Brytania 1:500

Tabela328Pr z ecdlwczitadjowe st osowane do barwienia wg- Kk
gukowat ego

Specyf i| Gospodarz | Fluorochrom | Nr kat. Producent |Rozci e(
Abcam,
Kura Koza Alexa 647 | ab150171 Wielka 1:400
Brytania

3.8.3.2. Obrazowanie i analiza obrazu

Fragmenty ARC podwg- r za obrazowano za pomocN mikros
Observer Z1, wyposaUonego w filtry fluoresc
w procedurze barwienia (tdTomato, Alexa Fluor 647). Obrazy rejestrowano przy zastosowaniu
immersyjnego obigigwu LD LCIPlanNe of | uar 251/ 0. 8 NA.

Pomi ary dgugoSci akson-w przeprowadzono wyk
w oprogramowaniu  ZEN Blue v3.11 Ocenn mor fol ogid. proj e
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przeprowadzono dokonuj Nc po mARCdziebnochdaztgry S c i a
r-wne | Witamtykih, wybi erano po 10 najdguUszych,
' iczba wg-kien ner wqgwaykc hmibayjggoa toog rnaine jcszcoen aw |

kisspeptynowycli mi er zono dgdugoSi vwwomy sm. k iPcohmi aalr euc ndyockl
zaznaczaj Nc rficznie poszczeg-Ilne aksoday z za
kaUplejbki

39. Ocena statusu metabolicznego oocyt

3.9.1. Stymulacja hormonalna samic

Aby wywogal swperzagylma @jjiviwiekwd3ns ersii diacny , p o mi
godzinN 1 8, fobawamro ddoBzewh®wo,% Ul PMSG. Po 48 godzinach
dootrzewnowo wstrzykiwano 10 I U hCG (w prz
il oSci |l ipid-w w oocytach, a k t ryamianreaktpwinychmi t o
form tlenu)Pozyskani e oocyt - kopidDNA arazacery @ot@icd g uc z by
redoksodbygo sin z zastosowaniem i nangagtonieziir ot ok o
PMSG podano hyp el agodmnie oZalgciaiip®duenta0

Y P
ct

392. 1 zol acja kom-rek jajowych

Kol ejnego dnia pomindzy 8:00 a 8:30 stymul ow
a nastnpnie przerywano rdze®& krngowy. Wyi zol
na szalce z medium M2, a z ampuliogy o du uwal ni ano COQOCs Za po
przenoszono do kropl:i medi wddzi ki alukomi d&z!
odo o c y tN-aw.t fipornziye saRlignejipipety Pasteuraocyty p § u k @rzermsh c

je dokolejnych kropli medium M2, byot at eczni e w kroplach znal

dost osowana danafzoszczeg:-I|l nych

Tabela3.290dczynni ki uUOyte podczas izolacj.i kom-rek |j
Odczynnik Producent
Medium M2 Sigma Aldrich, USA
Hialuronidaza Sigma Aldrich, USA

3.9.3. Izolacja DNA z pojedynczego oocytu

Do izolaci DNA z pojedynczegoARGIORUSE Pi wdRuroe Eki DNA
Extraction Kit. Do prob-wki z proteinazN K d
i tak przygotowany razw- r pi pet owano do Ok &\bp rwoebk: wk aa@ |
umi eszczono nast iphninkebowaro jteenpvy Nn@& 2 & C ogodzmyg ¥ 3
anastfipnie w temp. waeluifakiywdj ppteinaecyzK. \Wylrolomana u t
DNA przechowywano vemp.-2 0 A C .

3.9.4. Oznaczanie liczby kopii mtDNA w pojedynczym oocycie

Do ocenyliczcbyk o p i i mitochondrialnego DNA w pojedyn
Digital PCR z wykorzystaniem komercyjnego z:¢
Chip Kit v2. W pierwszym kv k u przygotowano mi eszaninn r
przedstawiono w tabeB . 3 0 . Do analizy wykor ziyfagMath o z e st
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(ID: MmMO04225274 s1) dla regionu mitochondrialnego giid Do r ea k cj i dodawa
nNi erozci e® zonekgaon eed a a2z up DjNAd wureeysego oocyt u

Tabela3.30Mi eszanina reakcyjna uUyta do oznaczenia mt

Mieszanina reakcyjna

Skgadni k Obj nt Sstnleni e
2X Digital PCR master mix 7,25 1X
20X Zesaw TagMarE ND1 0,725 1X

HOwol na od kwas- 5,525 -

DNA(nierozcied 1 OL -

Po przygotowaniu mieszeipzgpdnpe - Bgoduoesta n o &z ¢
wykor zwstziNjddeni eoBuadidt Ptiwgd t al EGhpRPokrgvariop L o a ¢
pgynem i mmzemygkandinprzenszono do termocyklera ProFlé& w celu
przeprovadzenia reakcji PCR. W tabeli 3.8ttddanowarunki przeprowadzonej reakciji.

Liczbhn kopobl imzBMA b a z u j P¥issonawa oprogm@amokvana d z i e
Quant3$udioE 3D AnalysisSuité Thermo Fisher Scientific, USAWyniki przedstawiano jeo
l'iczbn kopi ipojpdynczypoaytlaj Nc N n a

Tabela3.31 Warunki reakcji Digital PCR

Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Wstnpr — gg 10 min 1
denaturacja
Hybrydyzacja 60 > min
I elongacja 39
Denaturacja 98 30s
Odczyt :
K o Ec o\ 60 2 min 1
Zak o &Ec: 10 D 1
reakcji

3.9.5. Oznaczenie poziomu ATP

Oznaczenie poziomu ATP w oocyt-SlobhLumpirescenp r owa d
Cell Viability Assay. TrzydzieSci oo@yt- -w o
medium M2 w 96d 0 § k o w e(PronpegayUSé)e a nast i pn@edcdyonika wa n o
CellTiterGlo Reagent pr zygot owanego zgodniwearz oSihstprgyk
mieszano przezdi nuty, i nkubowano przez 10 minut w R
za pomoc N c MyGloE iRékagentfRgader e cel u odci ficia sygn
dogki zawi er @¢llTie-6lo Regg@riivyrnziesdarey z medium M2 orad 0 § K i
wypegni one samym medium M2.
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Wy ni ki przedstawiano | akw LLsUNdsUREX eygnadu,
doSredni ego sygnadu z -&hCGF2)analizowanychrteyd sasgegoh ( CC
dnia.

396.0cena potencjagu redoks

Og-lny pozi met pbaleimd amych wewnNtrz oocytu b
bazuj NcN na ocenitewarejuptzezfNAD(R)K eraz-ADDlorgzowane mi
wykonano przy uUyciu mikroskopu konfokal neg
PlanNeof | uar 40171 dz0n i NrAupoyraomypozwala pecyzyjrie dolr a |
zakres dgugoSci f a | dZredubaivane wuklgotydy iNARHoi NADYPYHN a g u

zostagy wzbudzone za pomocN | asera o dgugoSc
filtra przepus ic48j8Nc ergm. WA uz aok rl edeaytewsrme ncj i
wzakresie5056 50 nm po wzbudzeniu |l aserem o dJugoSc
Do pomiaru Sredniej i ntensywnoSci ZENIBuer esc e
v3.11 DI a kaUdej kom- r ki j a painw,ena paoalstawie iolrazw a n e |
fluorescencj i cytoplazmatycznej, rnczni e W
obejmujNcy cagdgy widoczny oocyt. NastfApnie re

obszaruWy ni k uéredn’iano na pwo Astacka wo & ejsmuji Nc yodoh
przekr - -jy owrciyk uNI abbgndwwk wyny &tag Nicgchylzko | e

St osunek zredukowanych do utl enionych no$S
met aboliczny kom-r ek, k't - r efosfarylagi (oksydeyyne). st opr
Jedynie NAD(PPH i FADs N natur al ni e f teazkamiedategorsosufek y mi
FAD/(FAD + NAD( P) H) moUe byl wykorzystany do o
(Chance i in. 1979; Georgakoudpuinn 2012)Ok r e S| aospfiygpny aws ka¥ni k
(ORR ang.optical redox ratig. Podczas fosforylacji oksydacyjnej autofluorescencja NADH

maleje, gdy jest on utleniany daefluorescencyjnego NAD (w kompleksie I).atdmiast
autofluorescencja FAvzrasta wwyniku utlenienia FADH (w kompleksie 1), co prowadzi

do wyUszego @&Ryi fwksskzaoznuN NiGeorghkokdcQuinin 2&17; Fan

Dunning, 2022).

Aut of l uor e s(Blgoraz FADMNADz ono po umieszczeniu o00C
M2 i na tej podstawie obliezn o OOR.B 20 minutah od rozpoczfAcia do
dokropl i, w Kkt -rej Zzawsze znajdowago sin p i
pirogronian sodu w cel WeidgmM maaMioraz 16 et i p u j
i ponownie dokonywano pomiaru autofluoresgeNAD(P)H i FAD.

39.7.0cena pot eynutpchopdrialnej ot r esu oksydacyjnego

i pid-w
Oceni parametr-w charakteryzuj Ncych profil m
mitochondrial nej, poziom reakt ywrndy avh nfeaurt m atl Ir
przeprowadzono we wsp-gpracy z prof. AnnN Aj
Uni wersytetu Warszawskiego. Zastosowano bar

molekularnych: J&L, Cel | ROXE Orange or az BéeBiyRkeE 493/
pr-bek przeprowadzono z wykorzystaniem miKkr
(CarkZeiss, Niemcywy posaUonego w cyfrowN kamerfidn Axi oC
dokonywano przy uUyciu zestawu f itbsbwanyeh wz b u
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bar wni ka-wszyBt ki ch kanag-w fluorescencyjnyc
jednakowe ustawienia ekspozybpiawabbepwbobr hia
programu Image(National Institutes of Health, USAyaz ZEN Bluev3.11

W kaUdym eksperymencie Sredni a Il ntensywno!
znormali zowana wzglnindem Sredni ej i ntensywno
(CON w przypadku F1 or az Gbienane pegozsgnregoddkiam F 2)
i obrazowane - wnoczeSni e.

3971.0cena potencjagu bgdny mitochondrialnej |

Oocyty inkubowano w 2 -10M rrzoezzt woQ zrei ridemp.ww i kiae
37, 5AC.grdJcCmadzi sifi w mitochondriach w spos:-
wprzypadku niskieg pot encj agu tworzy monomery emitujN
gdy jest on wysoki agr egaty emitujzRecavohNuomOds agmoawjaimi e
wtrybieZ-stack r ejestruj Nc 10 optycznych przekr oj

UOyttor -fw lwzbudeami58 830 nm, a emi sjid50anrhi er an
(zielony kanag64020nmms( czier Borry kanag, 30

mitochondrialnych okreSl ano | ak encjsdodepnep ek i n
obliczany napodst awi e sumarycznego sygnagu zebran
przekroj-w oocytu. Jako kontroln zastosowano

39.72.0cena stresu oksydacyjnego (Cell ROXE Or al

StnlUenie ROS oceniano z uUyci @uenisenurethiuyje Cel | R
intensywnN pomara@® zowN fluorescencjfn. Oocyt
30 minut w ciemnoSci w temp. 37,5AC. Po inku
r-wni kowe |j kom-rek. Wz b g e $1638& 568 @ma hei nzi osw afn o
rejestrowanoprzy51® 4 0 nm. Czas ekspozycji wynosi g 100
okreSlano na podstawie Sredniej intensywnoSc
Kontroln stanowi go obondyzowani e bez zastosowa

39.73.0cena zawartoSci |ipid-w (BODIPYE 493/ 50:

Do wykrywani a kropl i l i pi dowych zastosow
kt-ry sel ekt ywnipidy w wiopldzrmie. ®acyiyt inkubdware wecimn o S ¢ i
itemp. 37, mmfEwmpatworeebar8nka st nOghmu, 2po czym pr z
jewPBS i natychmi ast obr azowi®hnmiemisjilbe®sonnt. i | t r u
Obrazowanie wykonano w trybiestack( 1 0 war st w, odstnp 7 m&m), z
Anali zowano Sredwmad mMNe sicretnecrjsiy wanISil c zfalnN na pc
sygnagu ze wszystkich analizowanych przekr o
ZENBluev3.l1lwy konano dekowolucjn obraz-w w celu p
sNsiaduj Ncych k r ofipplnii e | ipprizdeopwyocwha.d z dlaset r nc zn
lipidowych w kaUdej. kAmakicen p rwsaystkitlr analzowanyah
pgaszczyznach oocytu, aby uni knNi wielokrotn

3.10. Analiza statystyczna

~

Analizy statystyczne przeprowadzon pr zy uUyci u oprogrdd@wani a
(GraphPad Software, USAJlac o naj mni e t rpzoewcth- rrzied® abli eol noygci
Wy ni ki przedst aNWN ob § Nd asyb a$3dreat durioiav ( SSEEM) 1 u
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wzal eUnoSci od c &da rdanich eNroyr sntayl knio Sir o zrkodz k § a d u
z wykorzystani eiWi ltleat -ow a7 h BEpoirjons, gratonsiasta
jednorodnoSi wariancji weryfikowano odpowi ed

W przypadku por - wna@E dwtucemtgr (gl sat dsaawarmo st
zagoUenia parametriwhdane)eylaub Amast zy bBaepauj
grupy przeprowadzano przy uUyciu jednoczynni
KruskalaWal | i sa, w zal eUn&Spharadhespyggmngnha ¥ado
pochodzNcych z r-Unych etap-w rozwoju zwiert
wariancji (twoway ANOVA) wraz z odpowiednimi testampost hocd | a por - wna(
wielokrotnych.

Dob:.r test-w statystyaknyeoch uDdalkeimpag ndaentyidah
zagoUe®& dotyczNcych .MNompogegmpiadkmo nmii ewarziyarc jl
przy spegdgnieniu zagoUe® testu parametryczneg

odpowiednich test :Wsynti epajriameozlycedyc ci mi n
Z a rozstrzygaj Ncy uznawano wyni Kk testu ni
liczebnoSciach (n = 3) stosowano metody niep
Potencjalne wartoSci odst aj Nc ddentifydQutliersy f i k o w

przy zastosowaniu obiektgwatygpnkeclytwropwogt a

Informacje o zastosowanyme Sci e s tartayz t lyicanaligoanycts grip (n),

podano w podpisach odpowiednich rycim rozdziale WynikiwWa r t o Siwim deadjmo | i ¢ z
niezal eUnych powt -rze@® bi ol ogiwizfinkysczho S¢ i i caznt
dotyczNcych | oozlyitew anal i zowan yw kdanejk grupie.r e k j
w eksperymenci e z hodomwloN n af crzaaggnoe n tl -i ve z bAIR C
Zaistotne statystycznie uznawano wyniki z p < 0,05.
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4. Wyniki

41. Skut ki niedoUywi eni ai anabzafenotypwsamik r e s i
w kolejnych pokoleniach

411 Masa i skgad ciaga

W pierwszym etapie bada® postanowi onacjoceni
wpgdgywa na ma gdgomstwam lodstavdeniu od matki. Dodatkowo analizowano,

czy zaobserwowane efekty utrzymuj N sin takOe
Oy wi eadlibitam). (

Pomi ary masy ciaga wykonwwaro 10otyygddne EUyy
poczNwszy od dnia odstawienia od matki. Skg:e
czasowych: po zako@E zeniu oedstbdykajiu hyYywidego
wokresie okoJopokwitanpegygjrahdagno Spo ogicNgwke
naop- ¥fnione dojrzewanie pgciowe U samic z gru
czasowych przeprowadzono p:- ¥niej ni O w grupi
fazy estrus a tym samymsosiokgiiojpoikevi bpankeowego i
pgciowej bygdy przesuSirigidrei ov @ z@ sd rgiupyEQNaaTi -cw r_
n

Tn r-0Onic uwzgl ndni ono, aby zminimalizowal
ruj owego, zwgaszckwi twand korweysm. e Poknadd mq s ami
dojrzagoSi pgciowN w r-Unym tempie, dlatego
by moiUdkutykowadoby to o¢pwdNomamcenmoBamoN  w |
ifizjologid proces - -kdfuc ©2agadwy ¥k o Baynej Baneotyklur ¢ e §
rujowegoi diestrus

R-Unice w masie i skgadzie ciaga mindzy gru
zanali zowanych etap-w (Ryc. 4. 1) . Samice LUI
wzgl ndem gp«PO00ICRYDBl 4.0 A) . Bygo to wyra¥*nie w
ostawienia od matki, gdy samice LUN bygy pra

Krzywa wzrostu masy ciaga ©»R) 3p dtowildr dzigipa,ni
masy w grupit UN mi ag podobnN dynamikn jak w grupi
utrzymywagy sin pr ztggednieE8gy po k<r e0s, 000bOsle r w aycdjzii
tydzi e® 1)0.. NMi e<do@y®Wwi eni e mat ki znaczNco wp

t g uswecjzej potomst wa, szczeg- -l nie w PND21
okogopokwitani owynmC)p U G,ahd ©; LRMWc .mads.al t kan
niUsza ni U w grupie CON. WskaFnik otguszecz

dobezt gusmasyxdvadjja) byg ni Uszy tylko w PND21
p-¥niejszych etapach Oycia nie obséeDwowano
Bezt Juszczowa msamiaz gougydaIN weiwskygsikiah punktachasawych

(p <0,0001 dla PND21cdkresuo k o gopokwi t ani owego; p = 0,0004
Ryc. 4.1 E).

W celu oceny potencj al nestor evs e | byweikezeshymw eogve g
okresie Uycia pokolenia rmasin w ksgokplgna Fani aed a p
Poodsawi eni u od mat ki F1 stwierdzono niUszN m:
rodzic-w F1 naraUonwcphomawsadanmies dy wgremp o wyG (
kontrolnych rodzic-iwA).p Towk,r4yByagRmd eandt ha
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§zazowej (p 0,0047; Ryc. 4.2i C)
,069; Ryc.4.27 D) . Wa r
tomst wo mat ki

co potwierdzig r-wmiel ni

to podkreSlil,

LUN oraz
pgci owe |

Oj ca
ni e

anki t gusA,cz®)we jdogj dRegaakgleima g y

0

0

gnej dojrzagoSci
t

s

k
asfow: - wnaniu do

9%Ry¢. 4.2i E)C
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A B CON vs. EI LUN B
25+ 25—
5588 5588 5588 - CON
- LUN
*kkk  kkkk *kk *%
20 20 *kkk
=) — Fkkk
'9 g *kkk
& 15+ »& 151
© (]
‘o ‘S *kkk
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% 10 g 104
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0' . G T T T T T T T T
PND21 Oko®pokw. Dojrza®Sl 3 4 5 6 7 8 9 10
Tydzie®E®

@)
o

__3- 0.5
o §888 8
T ©
g é 0.44
8 2 ﬁ 5888
N (2] 0.34
%) =)
2 5
c c .
£ 5
© @ 01
8 ="
=
0- — 0.0- —
PND21 Oko®pokw. Dojrza®S PND21 Oko@®pokw. Dojrza®
E
— 151
=
io)
©
]
3 10
©
=
©
2
o
S 54
N
(2]
>
N
[
om o
PND21 Okofppokw.  Dojrza®psl
Ryc.41Wpgyw ni edoUywi enia matki doSwiadczonego podczas

przyrostu masy ciaga do 10 tygodni a Usgozdnia(masa®anki masn t
tuszbrew§pumachiawyhd) oraz (E) beztJuszczowN masih ciaga
etapach Uycia. Dane przeédsaawkamb pakacBSoedni aUNi S&Mn
samym okr@anel UBci a kaUdym gpBunkdeind ag z g swwyyrmikdge s tp atn e |
analiza ANOVA z testenpost hocG2 lkda d 1 a por - wn @ E M5, <kod,d*tprncy0,001,

*% n < 0,000).

LiczebnoSi grup (n):

Masa ciaga PNDXNE44 CON = 37, L

Masa tkanki tguszczowej, wska¥fnik otguszczenia, bezt g
Przyrost masy ciaga w czasie: CON = 7, LUN = 8

Okres okogopokw.: CON = 7, LUN = 5

DojrzagoSi: CON = 6, LUN = 38
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A B CC vs. B LC vs. B LL B
25+ 257 = cC
S
= LC
20 - 204 = LL
S E= =
S 15 & 15-
8 s
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E ©
7 ME oo —=
o N
N 2 N =
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%) i=)
S S
c = .
© % .
3 2ol
=
0- 0.0- T o
PND21 Oko@pokw. Dojrza® PND21 Oko@®pokw. Dojrza®9s
E
— 20~
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©
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=
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N
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N
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[an] 0
PND21 Oko@mpokw. DOJrza 5]
Ryc.42Wp gyw historii odUyWwA)anmas it odizd GFa,w (BF)L)dyrmami ki p
tygodnia Uycia, (C) masn tkanki t gkuis ztcGzuobneeq £, g W eDg) £ 2wosvkNa
ma scidg aojaz( E) bezt uszczowN masn ciaga ich potomstwa (p
przedstawiono jako Srednia N SEM. Gwiazdkami o0znaczon
(panel B: w k a Ud y ntestpKuuskklaMalksa z testeispostviyoaDunng pozostage pan

dwuczynnikowa analiza ANOVA z testgposthodunnet t a dl a por-wna® wielokrotn
LiczebnosSl grup (n):
PND21: CC=16,LC=17,LL=15

Przyrost masy ciaga w4czasie: CC = 5, LC = 7, LL
Okres okogopokw.: C€C = 7, LC = 3, LL = 5
DojrzagoSl: C€cC = 8, LC = 5, LL = 10
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412 Dojrzewanie pgciowe

W celu okreSlenia wpgywu niedoUywienia mat ki
przebieg cyklu rujowego u pkjpbOp&Ewkeaga potfio
objaw-w pokwitania, mo me nt rozpoczncia regu
dgugoSI pojedynczych cykl:i

Uzyskane wyniki wskazuj N, Ue samice LUN osi
Zar -wno dzi e fmdngch (W@, armvaginaldpeningy, j ak i wyst Npi en
rui (VE, ang.vaginalestruy nast Npi o p- Fni e] w grAB)i e LUN
Tak jak wspomhdajnoz ewareiSsmmi®tamic LUN bygo prz
ookogo(6redani wiek osi NgiNi ®ciae=3™MN OM6= 28,
Sredni wiek osi NgmNi ®duuNng=4¢EN CdN4 = 37,75
Analiza Kkrzywe] Sskumul owanego odsetka samic
op- ¥nieni e prapgesowegpr me wa.int).cPrzébledtegd gRogesu 4 . 3
w czasiewskazue Ue u samic CON pierwsza ruja poj a
zsynchronizowana w czasie (dni-83), natomiast w grupie LUN dojrzewanie samic

nast npowa g aroapookzone & ¢zasie (dbi-$8j Ryc. 4.3 C).

DjugoSi cyklu rujowego nie ibUni flat emiiasni fpe
wystnpowania regularnych cyklI. rujowych (cyl
fazy proestrus rozpoczyndyl c e j pierwszy prawidgowy cyklI, n &
(p=0,0075;Ryc. 4BE) . Analiza przebiegu cykl:| ruj owy
charakteryzowagy sin typowym, czterofFRzowym
Usamic LUNnatmi ast obser wowano op-:-Ffnienie wystnpo
oraz zaburzenia rytmu cyklu rujowego. Naj czr

dokolejnych faz cyklu w pierwszych tygodniach po odsadzemio, pr zej awi ago s
przedept Uavani a ni(Ryk43i6)ych ffaz

W kolejnym kroku post amowddbdywiamndmi [ odzdy

nadoj rzewanie pgciowe i cyklicznoSi ich UOe@Esk
LL w por-wnaniu do samicolpmoychhodedNdyictd: vod( &
Ryc. 4.41 A) . Nie stwierdzono natomiast istotnych

mi ag UadnN z badadiyB). Krzywa skpmul@wBnego.odsetka samic,
u kt -rych odnot owano VBfr z eMsikeagg ujd® j rnzae wp o d @

we wszystkich grupach, bez wyra¥nego op-Fnie
4.47 C).
Nie zaobserwowano istotnych r-Unic mindzy g

rujowego (Ryc. 4.4 D), aniwokresieropocznincia regul alEnych cykl:i
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A B $858 C
501 601 o 1007 -« CON
= |-= LUN
40- 5885 B < go-
o =
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o e o
S| 2 5%
= 3= a
3 4 2 2. 404
@ 3=
S 23
ng— § 20-
0 0-
CON LUN CON LUN
F G
Przyk&dowy cykl CON Przykédowy cykl LUN
E E
P P
D/M D/M
30 40 50 60 70 30 40 50 60 70
DzieEJycia DzieEJycia
Ryc.43Konsekwencje niedoUywienia matek w czasie | aktac
potomstwa (F1). (A)i &i dk- wysolipyehi v} waraz (B) wie
estuf! VE), (C) skumul owany odsetek samic z VE [ %] w kol e
rujowego, (E) wiek rozipbcPihieyhkdnandgwhkipwyohuesdmicegupy cy k([ F
kontrolnej (F) oraz niedoUywionej (G), monitorowane

zpochwy. ET estrus P 1 proestrus D/M i diestrugmetestr

Gwiazdkami oznaczonoistote r - Uni c e
Whitneya **p < 0,0hl,'****p < 0,0001).
LiczebnosSlI grup (n):

VO, VE: CON = 20; LUN =24
Skumulowapy odsetek samic: CON = 20; LUN =24
DgugoSI cykl u,
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(A) Wiek
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cykli.Dane
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wy st Np
samic z
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post hodDunna;*p < 0,05).

Liczebno
VO,VE: CC =18,

S| grup
LC=8;LL=11

(n):

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

Ze wzglndu na znaczne op-Ffnienie dojrzewani

postanowi ono oceni |, w joaki spos-b niedobor
wpgywaj N na ich =zdolnoSci rozrodcze. W ty
eksperyment, w kt-rym samice LUN oraz CON ko
pary COQNI xoraz LUNI x CONI. Nastnpnie przez
liczbn c¢ci NU oraz liczbin mgodych urodzonych w
Analiza | iczbd) carmMNdz (Ryednidej5 wi el koSci mi ot

(Ryc. 451 B) ni e wyoktanzyacgha ri-sUni & rkiofl ckzy sgrcwppamij.o\
urodze@® (obejmuj Nca wszlyesz kpedazniofw mi dpmarey
wykazaga, Ue |liczebnoSi poG@NMymygagiostmdtoniue \
w grupie CON x CON (p =0,0118; Ryc. 45 D) , chol dla cagkowit e,
przypadaj Ncej na parfn rodzii€)el skN nie wykaz

W analizie potencjagu rozrodczego W czasi e
do 14 tygodniatrwania eksperymentu (Ry 4.57 C). Po tym czasie zaobserwowande

skumulowand i czba mgsukyslywmacalwzr astxadaONdI, a ppalrc zG
gdy dla par LUNIsixti oM amwcezaifdgnNIi pl ateau
|l stotne r-Unice uwiowe tazienakdperymmstiun. wiificcz bva  kng @a
miocie poost at ni ej ci NUy byga niUsza u safic LUN

p = 0,039), podobnie jalc a g k owi t a | i czzobnay cnm§ opdryzcehz upraordi L Ul
wokr esi e afi0tygddnigm (Ms@ONl x CONI, p =Gp, 0024 Ryc.
W kol ejnym etapie oceniono, czy ograniczony
w pokoleniu F2. Ze wzglndu na brak wyraftny
pgci owy m, w tym eksper y.nbamieiCE orpzobbnikojarzanboo g r |
Zzs amc ami kontrol nymi (CccCc) i otrzymano pary C
kroku, tak jak w pokoleniu F1, monitorowano
miocie.

Nie stwierdzono i stoitnwclhi ¢z ting A imN&rdzRw g3 rud
liczbie mgodych w miocieiBrzyRawmij&aNdeanalai pa
rozrodczego w czasie nie (Ryg.46v6)i ga jednoznacz

Choil Srednio | iczbastmgondychmimide yr -gbruipgpamni si ir
byga mniej stabilna (wifiksza wariancja) podc
wart oBdnied.diaD. R-wnieU cagkotwi na pbacdabdydgoapo
w obugrupach (Ryc. 4.6 E).

Podobnie jak w przypadku pokolenia F1 przeSI
obserwacji (tygodnie 142 0 ) [ ni e st wideryd zgrnwp armi Unw cwine | ik
poostatni ewcadNdwi beppzl iczbie mgodw6ilFGrzypad
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Ryc.45Wpgyw ni edoUywi enia matek w okresie | aktacj.i na p
liczba mgodych na miot przyphdamodych wakbd) e{@ycakup
eksperyment u; zaznaczono moment spadku efektywnoSci
mgodych w kaUdym miocie (prezentacja rozkgdadu wartoSc
(F)liczba mjodych w miocie po ostatniej ci NUOy oraz (G)
tygodniem obserwacji. Dane przedstawiono jako Sredni a

grupami panele B, E, G: test$tudenta; panele, D, F: testManna Whitneya; *p < 0,05, **p < 0,01).
LiczebnoSi grup (n):

CONI x CONI n = 5

LUNI x CONI n

5
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Ryc.46 Ef e k t ni edoUywi eni a samic F1 iaktagjikurnmtkiineparpneeByt nat al |

rozrodcze ich potomstwa (F2): ( A) liczbn ci NO, ( B) {
(C)skumul owanN | iczbfi mgodych w kolejnych tygodniach t
miocie (prezentacir o zk Jadu wartoSci), (E) cagkowitN |liczbn mgod
wmi ocie po ostatniej ci NOy oraz ( G) cagka2i tN 1ic

Dane przedstawiono jako Sredni d&nN czg gipami@ne®B, FiGt ot ny c |
test tStudenta; panele A, D, E: tédanrai Whitneyg.

LiczebnoSi grup (n):

ccCl x CCI n 5

LLI x CCI n 5
4.1.4 Profil hormonalny
Op:- ¥fnienie dojrzewania pgciowego i zmni ej sz
Umi edostatki Uywieniowe na wczesnych etapac
HPG. Postanowiono wific zbadalj peiiom wwlkilJany
uwaUana j est Z a kl uczowy hor mon przekazuj |

energetyeznych organizmu.

Wykazang Ue poziom |l eptyny u samic LUNOM@LJ obni
Ryc. 471 A) , j ak i opokwit&niowysi(pe= 0@@556),gcodp owi ada obni C
masi e tkanki tguszczowe|] u tych zwierzNt

W PND21 stwierdzona - wni eU podwyUszone stnUenie LH u
doz wi e r z Naych (p @ OB 78;dRyc. 4i7B). Natomiasp o zi om andr otej endi o
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grupie niUszy (iC)s @00 I®»; oyd .Uokheo stnUeni
jest substr&&m do produkcj i estrogen- w, nie odnoto
grupami (Ryc. 4.7 D).

Po osi Ngnifnciu dojrzagoSci pgci owej ni e wy
wpoziomach pozostagych hor mon- w, pozs@ae pr oge
u samic LUN (vsCON, p = 0,055; Ryc. 4.7 E).

Anal ogiczne analizy przeprowadzono u samic p
zbadanych etap-w rozwoju utrzymyiwg@waldeiu n na
UOyci a ugrupyalbmizaobsrwowano pdwy Uszone st nUgupy @ E2 wz
(p=0,0065; Ryc. 4.8 D).

A I CON vs. B LUN B
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s$s

g ° ) )
S600- E 6 : °
=" ° —100- ° 2 o %o
g o o g c
5400 o 2 o O 4 %
c o — g J% 8
9 o N %]
HE ig - 11N E
52004 o o|® O 2- (o) %
c o o [a
< o ® o

0 T T . 0 T T 0 T T o

PND21 Dojrza® Sl CON LUN PND21 Dojrza®9s
Ryc.47Pr of i | hormonalny samic pokol ethémi a1 (nAa) rl-elpntyycnhy ,
(C) androstendionu, (DE2 oraz (E) progesteronDane przedstawiono jako Sredni

oznaczono r-Unice mindzy protoke®ami 0FeSudenta(iltubersytmi t w
dwuczynnikowa analiza ANOVA z testepost hocG2 lda d | aa @owi- evilhp*k « @05,n*p €0,01,
**p<0,0001).

LiczebnosSlI grup (n):

Leptyna: PND2Ii CON = 6, LUN = 5; i ONo=gBpliN ki t B o j inCONE®,S |
LUN =6

LH: PND21i CON=7 LUN = 6; Oka @mp=6,M_WM=t5;wnjimo@Ad¥$®N =7,LUN=7
Androstendion: PND2LCON = 7, LUN ECON=4,DWN=r5zagosSI

E2. CON=6,LUN =4 .
Progesteron: PNDZILCON =9, LUN=9; Do ii €GNFae,3UN =6
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Ryc.48Pr of i | hormonalny samic pokolenia F2 na r-Unych
(C) androstendionu, (DE2or az ( E) progesteronu. Dane Qwiazllamist awi on
oznaczono r-Unice mindzyUygcriuap a(mie dwmn o cyzmy nsmainkyonw a0 kKA NeGM Ao |
analiza ANOVA z testerposthodunnetta dla por:-wna® wielokrotnych; **

LiczebnoSi grup (n):

Leptyna: PND21 CC=4,LC=6L L = 5: D@G=r7283350l8E7

LH: PND21i CC=6,LC=6L L = 7: DG=r7283350l8E6
AndrostendionPND21i CC=7,LC=7,LL=8 Do i @@ngSoLSE 4, LL=5
E2: CON =7, LC =5, LL = 7Progesteron: PND21LCC =7,LC =6, LL=8;

Dojr zi§e&LC=51LL=4
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415 Liczba khinwhpagwi kowych i adtdpowbedFniNa sty

Z uwagi na r-Unice w masie i skgadzie <cia
dojrzewani a pgci owego u pot omst wa na pr ze:
przeprowadzil anali-ami morfometrycznN jajnik
Analizn rozpoczito od oszacowania objnAntoSci
jaj ni koblkczemaSaz2dni ego pola powierzchni poj edyn
u danego osobni ka, aby ocenili, ctpg evn@pidaoe
odzwierciedlenie wwi el ko Sc i jajni k- w. Wy konana anal i

Ue objAatoSi jajnik-w nie r - Uniigh Stwiéerdbnoi st ot n
natomi ast i sSroagdmNi m -plonhincinppwvi edyne z kK¢ hor e k by g
wyrafnie mniejsze u samic LUNTBL U u samic CO

W kol ejnym kroku anali zowano poszczeg:-lne ty
obrazu preparat-w histologicznych I|iczono pi
antal ne/ przedowul acyjne. Z wuwagi na r-Unice w
samic dodatkowo oceniano I|liczbn ciagek U-gt
odpowi ed¥ dorosgych osobni k- w na stymul acj

owulownych oocyt - w.

Liczba pncherzyk-w drugorzndowych byga obni

sanmic LUN (p = 0,0208; Ryc. 491 C) , nat omi ast spadek wo|i
antralnych/przedowulacyjnych odnotowano na wszystkich analizowanych etapaabjuroz

P = 0,0217 dla PND21, p = 0,0018 dla okresu
doj r z &Rjco &2ii E). Ni e stwierdzonow nlat ombiast piicle
wczesnoantralnych, | i czbi e cisanicakUNJa@ONych ar

(Ryc.4.91 D, F, G.

Bi or Nc pod uwagn r-Unice odnotowane u samic
wi el kafai k-w oraz liczby pficherzyk-w jajniko
rozwoj u Z uwagi na bz atkorrmdimdlcn yf cem ow ygrowpyic e
pomininta w analizie morfometrycznej jajnik:

mi ndzy sami cami CA B)i Podobnie ifieRogrotowado. isfothych zmian
wliczbi e poszczlregr 4 yajikowycht(Rygp 4.1 CpD) ).

Liczba owul owanych oocyt-w u samic z grup (
hormonal nN w obu zastosowanych protokadgach s
A, B). CiekawN obser wacasN wniploskzoal ewnyiduajF2o Sbly &
LL przy zastosowaniu protokoguD)ZoZRéSdaniu h CG
preparatu hyper OVA + hCG, kt-ry =zawiera doc
znoszMNamiyjeNcy wpgyw nia zwadjizl e vaynd aej nFoSSH o wu |
po hyperOVA vs po PMSG: p =,0002, test-Gtudenth o bs er wowanme- Woze&nneg
wystip o w §Rya 4.11i C).
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Ryc. 4.9 Analiza morfometryczng aj ni k- w s ami () hojkrotl ceii, €8) &edmie gole w

powierzchni anal i zowanyc braz dckzrbaawk pwicher zy k- w jajni kowych:

(D) wczesnoantralnych, jEantralnych/przedowulgcj ny ¢ h . Liczba ci agelkca (@ gt ych

Dane przedstawiono jako Srednia N SEM. GwpaamedAkami o0z

test MannaWhitneya; panel B: test$tudenta; panele-G: dwuczynnikowa ANOVA z testerpost hooG 2 kha

dl a por-wna€ wi &|*pk6@})nych; *p < 0,0

LiczebnoSi grup (n):

PND21: CON =4, LUN =4

Okr es kogopokw.: CON
j 0S| :
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Ryc.410Anal i za morfometrycznaw?hjdniku wlps@idd¢((iRpolBdl )y ajai k
B) Sredni e podleni poavin @&lri zowaaragcle z bakr pwk her zy k- w j aj
(C) drugorzndowych, () Bntralnyetiprzeslevolacgnydh.r Ceahenpyzedktawionp Eako
Sredni eBrakr -SlEMN.ltd z y ganeleBE,Di tes(iStudenta; panele A i E: tédianrai Whitneya).
LiczebnoSi grup (n):

PND21:CC=4,LL=6
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Ryc. 411 Wp gyw niedoUywi eni a nsaamiicc zpboiid caws | o waakntyacchi i oo c yt
hor monal nej j ej UeEskiego potomstwa przy ulUyciu (A)
samych parametr-w zostaga wykonana takUe w kolejnym |
hCGlubD) PMSG + hCG. Dane przedstawiono jako Srednia K
mi ndzy @anel piBnest tStudentapanel Cjednoczynnikowa ANOVA z testeost hocDunnetta;

paneé D: test KruskalaWallisa z testenpost hodDunna; *p <0,05).

LiczebnoSi grup (n):

hyperOVA + hCG: CON =8, LUN=7; CC6;LC=5;LL=6

PMSG + hCG: CON=8,LUN=6;CC=BC=6;LL=8

42 Wpdyw niedobor ch Wewiwozessgym oKkr €
nat ranskryptom jajnika w ujnciu wiel

Wceluz dentyfi kowani a mol ekul arnych konsekwenc]

wW ukgadzie rozrodczym | ej pot omst wa, przepro
pokolenia F1 (CON & 6; LUNN=6 ) |, kt -re pobrano w dnia@E&odst
Uycia). Do analiz wykorzystano r-wni &b jajni
LCn=4,LLn=4) , k Zyskan@na tgno samym etapie rozwoju (PND2tpmat er i a g

z pokolenaF1.

W jajnikach samic LUN odnotowano wzrost ekspredjp@ e n i amniejszenie ekspres;ji
169gen --lagiod | a wa4adjust&lc<i0,05orazlelgC O 0, SBC F@B®) | og
wpor -wnaniu do grupy CON (Ryc. 4.12).

W celu biologicznej I nterpretacji zidentyfik
ang. differentially expressed genes przeprowadzono anali zn n
zwykorzystaniem baz danyclGene Ontology (GO), Kyoto Encyclopedia of Genes
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andGenomegKEGG), Reactom@razWikiPathwaysAnal i za danych pokol en

Ue | i czAuNvscBigz aangalUowane sN w procesy zwi Nz
oraz jego regulacjN (Ryc. 4.13). Z kolei wSr
znalazgdgy sifn m.in. te zwiNzane z syntezN i m

Narycinie 4.15 przedstawiono 50DEG2 5 o naj wyUszych oraz 25 o
logzFC.

Aby wytypowal geny, kt-re mo by miel naj wi
Uywi eni owego funkciji rozrod ch w zgch,powi ed
wt abel i 4.1 zestawiono kategorie proces-w bi
onaj wyUszychlogFelrt p&csacheg-Il nym uwzgl adni eni
z metabolimem i transportemomigmes z e w godniekter yzhbaz
procesach uczest nitcazbyedoa wigircamj cBbpb@Gasal rncioes t 20 ac
o naj wy UFCQ wmdanyml poogesie. Na podstawie otrzymanych danych do dalsze;

wal idacji pr zyqROR cwwt yned vialssidREFQ=317), ®eslf
(2,75) Cd36(1,31) Nr1h3(1,02)orazCidec(2,73. Wyniki RT-g PCR by gy sp:-j ne .
uzyskanymidlaRNA-s e g i pot wi erdzi gwbranysig@ks vo wN | ak 8 p K

samicLUNwpor - wnani Cestdp < GMMN Cdslfp =0,026,Cd36: p = 0,0057,
Nr1lh3 p =0,0123,Cidecp = 0,0065Ryc. 4.16).

Bazuj Nc na vsggniiEKI®Acshu gRNA jaRayolwani e szl ak-w z
zsyntezN hor mo n dodatkemozed eod yddbowyacrha o wal i dacj i
zaangaUowanyzcah pw noRCRCGRITBaklog.FC= -1,46, Cypl7al(-2,17)
orazHsd3b1-0,84) Potwierdzono wynik uzyskangla genuHsd3b1(p < 0,001;Ryc. 4.17-

A).Dl a g&mlliadorazCypl7alnie wykazanozmianwegr e s j i z aqPPR mo ¢ N
(Ryc. 4171 A),zacoodpowi edzi al na mogga byl winksza z
grup CON (0,281 0 , 0 EypHl&)aLUN (0,03N 0, 0 CypHra)a

Dodat kowo, mi mo Ue gen taealizie RNAseq,zzdesydoav@ino wy t y |
o ocenie ekspresjenuStarme t o ddPCRWy k az anoupilee WMUNrbyga ona
(vs. CON;p =0,024; Ryc. 4.1V A).

WSr-d DEGs zidentyfikowano r - -wni eUE2jEsnly kodu
(logeFC=066,a t akUe te koduj Nce plohd(jOG mba1,87 i nhi
orazInhbb (-1,37). Profil ekspresjiEsrlb y § ¥ gweydikami RNAseq Esrl p=0,003,

Ryc. 4.17i B). Jego ek s p omsn gaupieblyy§.ad t obmi iald tgesip awSr - d
koduj Ncyc hedyriernrhbabviyrkya z a §  rekspresji e fariizie RT-gPCR

(p <0,0001; Ryc4.17i C).

Podobnie jak w przypadkgenu Star, zdecydowanot a kdJeee e ik is pr e sljhegr g e n u
W jajnikac-hPCR@tgomellUNRMY k azano jejwppadwywsamein
z grutpdl kdn(p = 0i,BP039: Ryc. 4.17

Kolenym kr oki em byga ocena zmi an ekspresji g
idojrzewaniem pncher z yrigcnied. 18 przedstawiang tylko te gesryg mi ¢ .
dla kt-rych obsleulwowama e nmc Meeksmlasji. W -oliasie c

o k o g o p mkym iprofihekspresjBtarb y § p a@ategbumy odszych samic, |
wykazano istotnoSci statystycznej (p = 0,08
pegnej dojrzagoBuiblbpyFai owdljs zeak uPOdlegsT0,@13).L UN ( v
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Ryc.412Zmi ana ekspresj.i gen-w w_ jajnikach samic pokol eni
mat ki w okresie | aktacji. KaUdy punkt na wykresie odp
zezm any wzgl ndnej JFek)s,prneastjoimigaesntu o(3 oYy reprezentuje | o
istotnoSci -logtRadjsusytcezch)ej Geny o najwyUsze]j i stotnoSc
nawy kr esi e, a te, ketzmiang ekspredji ALNIVCNO NN a ] WwiNi knsazi bar dzi e od

na osi X.
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Przemiany metaboliczne trojglicerydéw
Przemiany metaboliczne acylogliceroli
Przemiany lipidéw obojetnych

Termogeneza indukowana zimnem
Homeostaza temperatury

Morfogeneza rozgatezionego nabtonka
Réznicowanie komoérek tkanki ttuszczowej
Transport organicznych zwigzkow karboksylowych
Morfogeneza struktury rozgatezionej
Katabolizm lipidow

Organizacja macierzy zewnatrzkomorkowej
Organizacja zewnetrznej struktury otaczajacej
Organizacja struktury zewnatrzkomorkowej
Regulacja metabolizmu lipidow

Przemiany metaboliczne kwaséw tluszczowych
Regulacja odpowiedzi zapalnej

Przemiany metaboliczne amidow

Lokalizacja lipidow

Macierz zewnatrzkomaorkowa zawierajaca kolagen
Btona komoérkowa podstawna

Btona komdrkowa podstawno-boczna
Podstawna czes¢ komarki

Szczytowa btona komérkowa

Biona wypustki komérkowej

Kompleks receptorowy

Sktadnik strukturalny macierzy zewnatrzkomorkowej
Wigzanie heparyny

Wiazanie glikozaminoglikanéw

Aktywnos¢ kanatu bramkowanego

Aktywnos¢ kanatu jonowego dla pojedynczych jonow

d8

23

EL]

6

8

10

12

14

- log10 dla wartosci p

10
g
6

Liczba gendw

O 20
O 25
[@ 1]
O 35

Procentowy udziat gendw o zréinicowanej ekspresji w danym procesie GO

Ryc.413Podsumowani e wyni k- w an &kne@®iplogy ntgelno gvi oz pejdwy@@,z omreg. ekspr@ygiia.w Ziad enn tkyafcihk
trzy ggdg-wne kategorie GO: procesy biologiczne (BP), Kkompomentpyr olcemtmokvyweu dzCC
ozr - Unicowane|j e kd#ferentimby jexpressed eBeslpgio dlay gw a r tadjSted < OP5 orazlggC O 0, 58) przypi sywanych do
Kolorpunkt -w odzwierciedla poziom istotnoSci statycznej, z. kol ei ich rozmiar rep
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Regulacja wydzielania gonadotropin .
Wydzielanie gonadotropin .
Rozwdj chrzastki w procesie kostnienia wewnatrzkostnego °
Morfogeneza kosci o
Biosynteza hormondw steroidowych L]
Biosynteza kolagenu ®
Biosynteza hormonow °
Kostnienie wewnatrzchrzestne [e)
Proces endokrynny Py
Pozytywna regulacja proceséw rozrodczych ®
Biosynteza steroidow
Metabolizm kolagenu PY
Roznicowanie chondrocytow o)

- log10 dla wartosci p

-]

Metabolizm hormonow ® @ i

Rozwdj gonad zenskich ® ;

Metabolizm cholesterolu ] )
. . ® Liczba gendw
Metabolizm steroli

. . ) L O 50
Metabolizm zwiazkéw olefinowych P O 15

Metabolizm alkoholi drugorzedowych O 100

Tworzenie gamet zenskich 8 :i;

Regulacja proceséw rozrodczych '

Rozwdj kosci

Rozwdj chrzastki

Metabolizm ciat ketonowych

Metabolizm steroidow

Metabolizm alkoholi

Rozwoj tkanki tacznej

Regulacja tworzenia potaczen miedzykomorkowych

Wigzanie steroidow ®

ELL

Wiazanie kwaséw karboksylowych L
Wigzanie kwaséw organicznych [
5 10 15 20 25

Procentowy udziat gendw o zréznicowanej ekspresji w danym procesie GO

Ryc.414Podsumowani e wyni k-w anaGenezyolog)pntpd m-gw ca nehni(GEOnejangkspresji w jajnikach s;
dwie gg-wne kategorie GO: procesy biologi cazmnreac(zBm)o @rraozceht oy eu dmo la gk wleanr- e
(DEGs,ang.differentially expressed genedogiod | a w a-adjustedl & D,05PrazlggC -00, 58) przypi sywanych do danego terminu
poziom istofno8ckoseatychneozmi ar reprezentuje |liczbn DEGs zaangaUowanych w d:
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Cesif
Fut9
Kif12
Cldn2
Folh1
Pkhd1
Ccdc198
Cyp2el
Ces1d
Cfd
Agmo
Acss3
Irf4
Adig
2010016118Rik
Pappa2
Inmt
Zbtb16
Agp7
Pck1
Cidec
Spp1 Z-score Grupa
DIk1 3
Fmo2 - ICON
Mmp7 1 LUN
Gm31759
Grem1 0
Ldir -1
Grin2c -2
Inhba
_[ Cyp11al
Mgarp
Hen1
Cacnals
Lrrc38
[ I Ihh
Otof
[ Slc38a5
Car14
Rab33a
[ ] Crabp2
1 — Thbs4
L [ Alms1-ps2
. |Vwabbt
‘ Inhbb
.[ Nap1l5
] Slfnd
_E | Lrat
Slc47at
Cyp17a1

CON LUN

Ryc.415Mapa cieplna przedstawi aj Ncascomern mabl0i zgoewa nwy op rnoaf ]
zmianach ekspresji w jajnikachma ¢ LUN w por - wnaniu do CON (25 o0 naj
war t oS oRCYH wiérszd (gegy) i kolumnygobnik) upor zNdkowano metodN hierarc
aglomeracyjnego z wykorzystani em e ukd¢omptete Salewégrw mi ar y
odzi el onej do czerwonej oznacza odpprwiedsnti aowisoarenN UjoankNo
(wartoSi obliczona | ako apmrezhdghylenie standacddwe Skspeedjirdanegp genu p o d z
wSr - d wszyisk kiwkh osobn
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Tabela432Kat egori e proces-w biologicznyGerdeOntaogy kt - ry

( GO) przypisano geny o] zr - Unicowane|] ekspresiji
uwzgl ndni eni emnycloces met awbNzamem | transportem
uwzglndni ono maksymal nwar 2 0 foghehlc aamt eog onraij ew yuldpsozryzcNhd
wedgug |l iczby przypisanych gen- w.

Kategoria ID ;'Cgbr?_ Symbol e wybrany

Pckl,CesldCeslf Sppl, Avprla, Slpi,
Adipoqg, Fmol, Fgfl0, Acp5, Pappa, Pen
Akrlcl9, PtgdsCd36 Adhl, Sultlal,
Acsl1, lldr1, Vvdr

CesldCeslf Cideg Sppl, Fabp4, Igfbp3
G0:0010874 41 Rbp7, Pla2g4f, Adipodspihbpl, Pnpla2,
Cd36 Apocl, Acsll, Abca8alrlh3, Lpl,
Agtrla, Retn, C3

CesldCeslf Sppl, Igfbp3, Adipoq,
Regulacja lokalizacji |G0:1905954 24 Pnpla2,Cd36 Apocl, Acsll, Abca8a,

i pid-w Nrlh3, Lpl, Agtrla, Retn, C3, Apoe,
Ecrg4, Abcb4, Pparg, Apoa4d

Odpowi eigidy n GO0:003399] 69

Lokalizacj ¢

CesldCeslf Fabp4, Hnf4a, Gpihbpl,
GO:0055084 19 Pnpla2, NegriNr1h3, Lpl, Apoe, Adoral,
Abcb4, Angptl4, Apoa4, Rcn3, Fabp3,
Gramd1b, Lipg, LdlIr

Homeost aza

CesldCeslf, Sppl, Adipoccd36 Acsll,
Dodatnia regulacja GO:1905954 19 Abca8a/Nr1h3, Lpl, Retn, C3, Apoe,

l okali zac] Ecrg4, Abcb4, Pparg, Abca7, Fabp3, Lip
Lrat

. , CesldCeslf Sppl, Adipoq , Acsll,
Dodatnia regulacja G0:003237¢ 16 Abca8aNr1h3, Retn, Apoe, Ecrg4, Abcb:
transportu Pparg, Abca7, Fabp3, Lipg, Lrat

. | CesldCeslf, Cideg Acvric, Pnpla2,
Magazy nowani e G0:0019913 13 Negrl,Cd36 Nrlh3, Lpl, C3, Apoe,

Pparg, Lrat
Ujemna regulacja GO:1905953 8 CesldCeslf, Igfbp3, Pnpla2, Apocl,
l okali zac] Nr1lh3, Apoe, Pparg
Regulacja magazynowanig GO:0010881 8 CesldCeslf Pnpla2,Cd36 Nr1h3, Lpl,
i pa d - C3, Pparg
Eksport |ipi G0:0140353 6 Sppl, Igfbp3, Agtrla, Retn, Ecrg4, Inhbg

Ujemna regulacja _
magazynowan i GO:0010888 5 CeSld CeSlf PanaZ,erhs, Pparg

Regulacja rozmieszcenia | GO:0097034 5

. . Atpl0b, Kcnn4, Abcb4, Xkr4, Abca7
l'ipid-w w
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kom-r kowe

Ujemna regulacja G0:003236Y 4
transportu Igfbp3, Apoc1Nrlh3, Apoe

Trawi eni e [G0:0044241 3 Cd36 Apoa4, Ldir

Dodatnia regulacja GO:001®84 3 Cd36 Lpl, C3
magazynowani ’

*maksymal nie 20 gedsiClwdaoymmpragesiey Uszym |1 og
Cesld Ceslif Cd36
0.4+ 0.025q 1.5+
5553 s 53
=) 5’ 0.020 =)
< 0.3 3 < ° < °
S > S 1.0+
S $ 0.015- S
(2] (2] (2]
© 0.2 5 © o S
3 & 0.010 3
— lo) — = 0.5 o
o o o o
£ 0.14 2 2 ° °
w ) W 0.0054 ) ] ’_ai_‘
r%_l 00 o
sdog | ©
0.0 7 T 0.000 T T 0.0 T T
CON LUN CON LUN CON LUN
Nrih3 Cidec
0.15- S 0.25- .
SS
o
=) ° 5’ 0.201 %
< <
S 0.104 >
S $ 0.15
(@] (@]
S, S,
] ® £ 0.101 o
5 0.057 8 5
< o Y, 9 =
] ﬁ W 0.05- ° °
°
0.00 0.00 ?

T T
CON LUN CON LUN

Ryc.416Ekspresja wybranych gen-w zwi Nzanych z metaboliz
Przel st awi ono wz gl i d@eNld @l PdBGeNrjhForagGdecww j aj ni kach pochod
z2ldnia Uycia (PND21). Wyniki zostagy znormali zowane w
gen-w r ef éprteorazPpilhipryedstawiong ako Srednia N SEM w jagnostkac
arbitraryunity . Gwi azdkami oznaczono i s tSwdentg *pr<0,0bn*px®,0lmi ndzy
**) < 0,0001).

LiczebnoSi grup (n):

CON=6,LUN =6
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Star Cypllal Cypl7al Hsd3bl
s
0.25- 0.8 0.10~ . 4- css
° o
S 0.20- =) S 0.08- =) oo
< <, 067 < ° <3| 2
=} ° =} o =} =}
$ 0.15- S $ 0.06- S g
(2] (o] (o] (2]
s, w 047 S & 2
© 0.107 3 $ 0.04 ° 2
S a a °,o0 a
< £ 0.2 ° I @ 1]
I 0.05- ] s W 0.02- w
0.00- 0.0- 0.00- 0-
CON LUN CON LUN CON LUN CON LUN
B
Esrl Lhecgr
0.25 0.15-
$S
30.20- ° =) s
< o0%o < °
g o, g 0.10- o
[} 0.154 [} o
(2] o o
o o 8
$ 0.10- 3
a S 0.05-
< R
w 0.054 W
0.00- 0.00-
CON LUN CON LUN
C
Inha Inhba Inhbb
20~ 1.0 0.3
5588 o
5 5 0.8 5
<C 151 o < o < o
— 050 —_— o —_—
=} 8 =} S 0.2 o o
] & 0.6 o o]
(2] D (@]
© 107 < 8,
a o g 0.1
L 54 < ° <
w i 0.2 L) L
0-! 0.0- 0.0-
CON LUN CON LUN CON LUN

Ryc.417Ekspresja wybranych gen-w zwi Nzanych z (A) produ
nahormony osiHPG or a z (C) dojrzewaniem piAcherzyk-w jajnikow
Przedst awi oknop rwe gjiSiardyeihak®@ypl7al Hsd3bl Esrl, Lhegr, Inha, Inhbaorazinhbb

w jajnikach pochodzNcych z 21 dnia Uycia. Wy ni ki Z0Ss
wzgl idnej e ks pr esjHprt gazRpibwprzedstawéoree njcaykion ySrhedni a N SEM v
umownych (AUT ang.arbitrary unit§ . Gwi az d k a mi oznaczono i stStdenta r - Uni
lub MannaWhi t neya w zal eUnoSci od norpnma0,0lo8*pi< 0006,z k gadu:;
****p < 0,0001).

LiczebnoSi grup (n):

Star, Cypllalinhbb: CON=7,LUN =5

Pozostage geny: CON = 10, LUN = 9
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Ryc.418Ekspresja wybranych gen-w zwi Nzanych ,zrps(jgiuhch
samic pokolenia F1. Pr zedsStapmiHed3dw walkgrl eidineN ekKkesdpa pcak i

i po osi NgnifciuWwdoijkizagoStiajypjaeinowenal i zowane wzgl#
wzglAadnej e ks pr esjHprt gazRpibwprzedstiweonge alc ¢ j 8 Iy € ¢wnjedaostkdch S E M
umownych (AUI ang.arbitrary unit9.Gwi azdkami oznaczono istotne r-Unice

ANOVA 7 testempost hooG 2 kaap < 0,05).
LiczebnosSl grup (n):
Okres okogopg,ddN=5 CON

DojrzagoSli: CON = 8, LUN = 8

Nastfiipnie przeprowadzono analizn por-wnawcza ¢gel
Liczba DEGs mindzy grupN LL a CC wyiiddd.Ddisaa 336,
anali za zosta@azekeewsmkewana na te gezmienionkt - ryc

juU0 w po,kakbyeyna dur Fblni ony zbi -r umoUl iwi g wskazani
mol ekul arnych znaczni kW wp gra-miinesriGCulent/fikovard 85k o we j
DEGsws p- I nych z ,paladloemiasmh Rl por - whn(Rya4.19). LC vs. CC

W grupie LL szczeg-InN uwagi zwr-conoCesld geny
(log:FC=0,81) orazCeslf(log.FC = 2,34;Ryc. 4.201 A) . I ch erkyfpirlecswanaewea po
metody RF PCR. Wy kazano podwy ésdmvojn®j ekkacls$ @amigenlul
do grupy CC(p = 0,0144; Ryc. 4.20 C). W przypadkuCeslfz aobser wowano podobnN
jednak r-Unica ni e o stystxgnejips8,05p60Ryc. 6.200).1 ns teo ters @ $ Nic e
Ue d | @yplgalaaabserwowano odwrotny po f i | ekspresjwiynwkpesegrRMWAani L
uzyskanych w pokoleniu FLK vs. CC: logFC = 0,697)AnalizaRTq PCR pot wi erdzi Ja z
e k s pr e genuw jajnikaghesamic LL (vsCC; p=0,0373; Ryc. 4.20 C).

WSr.-d DEGs mifdzy grupN LC a grupN CC, kt-re |j
ekspresji obserwowanym w pchpa? erkiodufF Ncyzhkaluazzd w
uczestnickcy w T ezkgadzml i ceiiBdEkspregaRnple2by4g.a2podwyUs zo
zar -wno u s.&8oN,logFC8N,38; p<¥,000), jak i samic LC (vsCC,log.FC =0,73

p <0,000).
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Genem wsp-lnym dIl a trzélmdn2 pe&odiwp AN oo k A2 mi c esniti
odpowiedzialiNza adhedjk o m- (Ry.k.20)Ekspresjgegogenw | eggda zwi ikszeniu w

(vs. CON,log.FC = 1,00 p <0,000) , a L (w k€ egFC =0,61; p =0,000D6) i LL (vs. CC,
logFC =1,03; p <0,0001.

F1 F2
LUNvs. CON/ 74 LLvs. CC
707 (5.8%)

243
(19.2%)

(55.8%)

6
(0.5%)

18
(1.4%)

219
(17.3%)

LC vs. CC

F2

Ryc. 419Di agram Venna

ilustruj Ncy
gene} w j ajnikach samic
LCvsCC.&znSci wsp-
grupach.

I i ¢ z b ndiffgrentiallywexpressed mi eni o
p o k GONgaraz B2 Wl o r( -pvorr a vin@odrazL L UWNs v
Il ne wskazuj N geny, kt - rych ekspresja |
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Papin

log,FC  Pokolenie
2 B F1 (LUN vs. CON)

[ | Pokolenie Pokolenie
Rspo3
Kcna2

| | .

{ Ces1f ]
Plekhs1

1 Ces1d Pnpla2
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A B
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| Rmst
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Grhi2 F1 (LUN vs. CON) F2 (LC vs. CC)
Lrrc74b
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8430419K02RiK g 4
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Erich2 0
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Hmen2 -2
Anxa8
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Rsph10b

Gria1l

Cfap54
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Rp1

Cdh13

Cfapa4

Npnt

Nmeb

Irf6

Postn 0.00- 0.000-
Tspoap1 cC LL cC LL
Notum

Lamc2

Coxm2 Cypl7al

Wwcel

Dhrsg 0.4
Krt18
Tmem102
Tagap
Ddo

Id4

Galnt3
Gas1

Fat4

Cftr

Esr1
Sema3a
Slc25a34

Cyp17al
Rgs13
Sic3sas 0.0-

F1(LUN vs. CON) F2 (LL vs. CC)

-1
-2

Sreint

|

1110032F04Rik

|

Sifnd

0.089 0.008+

oo

0.0556

0.06 0.0064

0.04-

0.004 °

Ekspresja genu [AU]
Ekspresja genu [AU]

0.02 0.002+ o

o
w
N

o

00

Ekspresja genu [AU]
o
N

o
S
|
o

CcC LL

Ryc.420Pr of i | ekspresji g e n - WMapy aiepme pvzzedstawljv pp o k ovin@mii . & ni
ekspresjil | ogws ) | ny cla: (APELGELIN vs CON) i F2 (LL vs CC) oraz (B) F1 (LUN vsCON)

i F2 (LC vs CC). Wiersze (geny) i kolumnyosobnik) uporzNdkowano metodN hieraroc
aglomeracyjnego z wykorzystare m e u k|l i desowe|j mi ar ycomplete @ skajaob&res od i met
zielonej do czerwonej oznacza odpowiednio spadek (uj
(C) Walidacja eks pQesigdesifCyptna) a meRTdyBGR eviajnikach(samic CAL.

Wy ni ki zostagy znormalizowane wzglndem Sredni ej geom
Hprt oraz Ppib i przedstawi one wjedkostkach uraotvmycha(AWNang Sbivary units).

Gwiazdkami oznaczan i st ot ne r - Uni c &Studentaj thz §,055 r up a mi (test t
LiczebnoSI grup (n):

CesldCC=38,LL=8

Ceslf:CC=7,LL=6

Cypl7alCC=7LL=8
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W Kkolejnym etapie oceniono, ca/t r e s
ekspraesjwi kgaluj Ncych
wpgywaizieaziczeni e

funkcjonowani e

zwi hkszeni e

osi
ekspresji

U ywei ewnci zoewsyn y m
me t Inintd, tDnnat3a Dhnet3h ai zpgtenclhidd  (
epigenetyczne
HPG.

Wy kazano,
gen -

okresi

e Uycia

zmiwramz w- je kasrpa z2

Ue

niSed oWewi er

w  razy ONAjwNajnikachsamionFd | i z o w

k t re ni

w PND21 Onmt2 p = 0,0083DPnmt3a p = 0,0508Dnmt3b p < 0,0001; Ryc. 4.2LA )

e

gk o G ejprokjwiet ajn i » vy mS wir ;

juU zauwaUalne w okresie
(Ryc.4.21i B) . Nat omi ast w pokol eniu F2
LL w PND21(vs. CC; p = 0,0044Ryc. 4.21i C).
Dnmtl Dnmt3a Dnmt3b
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Ryc.421Ekspresja gen-w koduj NcDhoth Dnmidg Bnintdht w janikach samia z y

dbhnst3auw samicva n 0 | ¢

DNA

pokolenia F1 i F2. Ekspresja metylotransferaz DNA w jajnikach samic pokolenia: (A} RND21 oraz (B)

okresi e

wzgliAdem Sredniej
Sr edni aw jédnoS8kad! umownych (AU ang.arbitrary unity. Gwi a z d k a mi _
mi didy grupami (panel A: testStudenta; panel Bdwuczynnikowa ANOVA z testenpost hocG 2 kh alla

por -

geometrycznej

wielokrotnych **p < 0,01, *** p < 0,001, ****p < 0,0001).

Liczebno S

grup

(n):

F1PND21: CON =6, LUN =6

F1Okr es

okogopokw.
FIDojrzagoSlI :

CON

F2 PND21: CC=7,LC=6,LL=5

CON

7 )

c

L

wnaE wi paheb €:jednbcaypnikbwa ANOVA z testenpost hocDunnett a

okogopokwitani aaz(CpF2 iw PND2].WyzmaigkoiScz o sptacyo wemnor m
Horo@aPpild praedstawidosjgko e s j i

g
oznaczono i s

dla por -



43 Prof il met aboliczny oocyt-w samic poc
Nastfipny etap badtessE ydwiterciz@we guab ¢ deowazesngm

etapie Uycia na status metaboliczny kom-rek
ze szczedg:-lnym uwzglndnieniem funkcj. mi t oc |
redoks oraz magazynowania | ipid-w.

4.3.1 Pot e n onnatghobddalnych iliczba kopii mtDNA i pokolenie F1

W pierwszym Kkroku oceni ono, czy restrykcyj

napotencjag bgon mitochonnddriia-lwmywh komaek ddhc:

jejpot omst wa. Wykamrdmiog decytitwclhUN maj N zwi il
b
a

(vs. CON, p <0,0001 Ryc. 4.22 B) . Ze wzglndu na fakt-1 Ue ;
dostarcza og-Il nej I nformacj i na t emat pol ar
sprawdzil, cazy Conbisftedrzwwo wam@ayt ami LUN i CON m
zwi fnkszonej |l iczby mitochondri-w w kom-rce |
mtDNA w pojedynczym oocycie i nie zaobserwowano istotnh  r - Uni ¢ mi fndzy
(Ryc.4.221 C) . Zbadano takYe poteyncpgawgiikméz ochondr
na zwifinkszonN produkcjn ATP. R-wnieU w tym g

istotny statystycznie. (Ryc. 4.22D).
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7= © 100000 =)
o] g A — N
no =
:
(0] 0 T T
N C T T OC T T
© CON LUN CON LUN CON LUN
Ryc. 422 Ocena funkcij.i i liczby mitochondri - w W 00 C )

(AVPr zy k gadowerwdkem dle miox ybh a w 6bjektywR0x L UsNk; a | a(B) BtdsnekO m
fluorescencji czerwonej drelonejJG1, odzwi erci edl aj Ncy sommii &G @jol o yyta
CON i LUN. (C) Liczbak o p i i mi tochondrialnego DNA w pojedynczych
wzgl Adny poziom ATP w oocytach @ONiI anm2FE. ePeatyle pr zed
lub Sr edlhi SIEM. Gwi a z chkoa mii s t mz maec zro ugamii (uarel Qnitedt-@Gmdentag r

panele B D: test MannaWhitneya; ****p < 0,0001).

Liczba analizowanycln:oocyt -w w danej grupi e

JC1: CON =44; LUN =33

LiczebnoSi grup (n):

mtDNA: CON = 15; LUN = 10

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

Wy ni ki dotyczNce polaryzacij.i bgon mitochondr
LUN mogN funkcjonowal w stanie nadmiernej ak
produkcji ROS. DI aCelgloRQ@¥EtOrsawaa,0 Bronazinacz:
stresu oksydacyjnego w alwwwyclie kwaglIr kdmy po
bypjor - wnywal ny w grupach LUN i CON (Ryc. 4. 2:

A

CellROX Orange

(o8]

N
o
]

=
[6)]
1

CellROX Orange

CellROX Orange (F/Fyont)
_O -
T <

Wzglfiidna fluorescencja

* a 9

o
o

T T
CON LUN

Ryc.4.23PoziomRS w oocytach samic pokolenia F1. (A) Przykge
CellROX Orangeobj ekt yw 20x, ( BkaPazi2®d@ RS w kom-rkach | aj
Dane przedstawion@kome d i a n i 175, peieenty)Brakistotnych statystc zni e r - Uni c mi fndz)
(test MannaWhitneya).

Liczba analizowanych oocyt -w w danej grupie (n):

CON =44; LUN =45
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433 R- wn o wa g & pokotenieoFt

Z uwagi na wczeSniejsze obserwacje sugeruj Nc
woocf ach LUN, postanowiono ocenil aktywnoSi mi
kom-rek jajowych na podstawie autofl uoresce
NAD(P)H, jak i FAD wytwarzane sN w cyklu
mitochondr a |l n e | fosforyl acj i oksydacyjnej, dost ¢
el ektron- w. Chol pozi omy aut of IBuorazelFADenc | i

(Ryc.424iC) w oocytach LUN niteoScUnivggrsespfiei SONT
ws knikTfedoksORR by g wiy u B8 F ni evgrapelN(y=0,0152; Ry&.24i D).

Pirogronian | est kl uczowym metabolitem dost
otaczaj Nce i stanowi podst awowe FrDlagpo ace:
wkolejnyn kr oku oceniono zdolnoSci oocyt-w do wy!

zmi an wska¥ni ka ORR w dahpsobstrate dnergetyczee@acytydn e st
CON zareagowagy stopniowym zwinkszeniem ORR
(vs. medium bez dodatku; 0,8 mM=€0,007, 4 mM i 10 mM p €©,0001). W oocytach LUN

nezaobserwowano wzrostu ORFR,@Br znyM)n ajw i pdrszeyan

dowy Uszych .medilefE fees dodatk-w: 4 mM i 10 mM
stUenia pirogonianu wartoSI ORR w grupie £OM wa g a
(p =0,0328; Ryc.4.247 E) . Nat omi as't przy najwyUszym st

wartoSci ORR w grupie LUN przewyUszagy te o0b
Ryc.4.241 E).
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NAD(P)H Pod\czone kanagy

2.09 2.0

1.54 1.54

FAD
[
o
1

0.59 0.5

Wzglndna autofluorescencja
NAD(P)H
P
o
1
Wzglndna autofluorescencja

0.0-——mT—7T— 0.0-

e —
CON LUN CON LUN

0.30 S 0.4

%Ziii% |in bg B9 88

0.159 0.14

0.10-————7— 0.0 T T T T
CON LUN ~\>& & & S

Ryc.424Aut of |l uorescencja NAD(P)H i FAD oraz wska¥ni k po
(A) Reprezentatywne obrazy autofluorescencji NADPH oraz FAD w oocytach CON j ahjsktyw 40x, ska

50 .B€C) $rednia intensywnoSi autofluorescencj.i NADPH i
(ORR, ang.optical redox ratiQ, obliczony na podstawie autofluorescencji NADPIHAD w oocytach CON

iLUN. EY\Wp gyw Unych st nUe & tpoiSiogQRR iva nouo cnyat asxcahr CON i L UN.
jakome di ani g5 perRentyl)2 5Gwi azdkami oznaczono i st oBtDatestr - Uni c
Mannd Whitneya; panel Edwuczynnikowa ANOVA z testerpost hocG2 lda dl a por - wna E wi el

*p < 0,05 *p <001 *™p<0, 001) . Panel E: identyczne | itery oznac
miAdzy dawkami pirogronianu w obrnbie danej grupy ( Ct
r-Unice statystyczne (p < 0,01).

Liczba anali zowanych oocyt-w w danej grupie (n):

NAD(P)H; FAD; ORR: CON = 154; LUN =128
Medium: CON = 31; LUN = 32

0,8 mM: CON = 33; LUN =27

4 mM: CON =43; LUN =27

10 mM: CON = 37; LUN = 33
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4.3.4 Krople lipidowe i pokolenie F1

Wyniki analizy RNAseq, wskamj Nce na zwifnkszonN ekspres,]

zmet abolizmem | ipid-w w pogNczeniu z wczeSni
wW metabolizmiugepowgyw,koni ec zoceng lliczby oraze pr o w:
morfologii kropli lipidowych wk o m- r lajavey¢h. W tym celu zastosowano barwnik

BODIPYE 493/503, kt-ry wiNUOe sin z I|ipidami

lipidowych (Ryc. 4.25).

W pierwszym kroku oceni ono cagkowi t N fluor
wkom-rkach jajowyeh. 08t wygma ona wylCOMa w o
p =0,0072; Ryc. 425 B) , co wskazuje na zwinkszonN ze¢
Nastfipnie przeprowadzono szczeg-gowN analizn
Pomi mo braku r wilrirzccwngNeapdéjfepoprzeg), kropl
zaobserwowano wifnkszN cagkowitN | icH% krop]l
Ryc.4.251 D) , przy jednoczesnym zmniejszeniu Sre
wpor -wnani u dpo=0,004;Rpcy4d.2BE).N

W nast np rdokamarbo klasyKikacji kropli dozterech kategorii. Na podstaw@ e k § a d u
zmiennej X w grupie CONWy znaczono war (Qp Sai nlawad rmitpyli ewe oz r
przyporzNdkowano do 1Q4t. e rZeacsh oproaveachz iea & -evg o( @1
Ue w oocytach LUN cznSciej wyQON®DbEpw&OPO4 dr obn
Q2:p =0,0295; Ryc. 4.25 G).
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Ryc. 4.25 Krople lipidowe woocyt ach samic pokolenia F1. (A) Przykg
wybarwionych BODIPY 493/5030bj ekt yw 20X, skal §dB)2 0 Wz @imidnuab 500t e@ 3

fluorescenciji BODIPY 493/503 w oocytach CONMropli LUN. (
l i pidowych w pojedynczym oocycie (CON |l ub LUN). Wy n i
kropli l i pi dowych, (D) cagkowita I|iczba kropli i pi
( G) liczba kropl i ozmiarach & mecytacth COdl i ItUNRdzmyacy tkropti podzlono

nakwartyle (QtQ4 ) zgodni e z rozkgadem zmi ennejjakXmend i garnuipi e

(IQR: 25i175. percentyl)l ub S Ne dsnE MV Gwi azdkami oOznaczoho i stotne
(panel C: test-Gtudenta, panele B, D, E: test Manwhitneya, panel G: dwuczynnikowa ANOVA z testem
posthocG2Ilda dl a por - wn;af 005, &p <00l0t, "p 1 §,001.

Liczba analizowanych oocyt -w w danej grupie (n):
Fluorescencja BODIPY: Cl®=47; LUN =54
Pozostage analizy: CON = 36; LUN = 54
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435 Potencjag bgon mitochondipokolemefz h i | i czba

Analizy ©przeprowadzone na oocytach pokol eni
pot omstwa, Kkt -rego zoybjooj en ireoddozUycwiwe nd 0aS vwiea dwcc z
(grupa LL), charakteryzowady sifi zwifnkszonN

Ryc.426iB) . Co i stotne, podobnie jak w przypadk

skorel owany zbey zknoi painiN  nhti CNbAym  peziomem WEPg | fi d
(Ryc. 4.26i CiD).

4.3.6 Stres oksydacyjny pokolenie F2

~

Pomi mo, Ue w pokoleniu F1 nie wykazano r-Uni
F2 poziom ROS w oocytach pochod@Nmyxoe02od s a|
Ryc.4.2771 B).

437 R- wn o wa g & pokotenieoFR

W celu dalszego zbadania statusu redoks w oocytach pokolenia F2 przeprowadzono pomiar
autofluorescencji NAD(P)H oraz FAD. Poziomy obu nuklepd - w by gy .@Hni Uon «

p <0,0001; Rg. 4.281 A i B), a ORR p achisayidls @sC6,p=0y049;0cyt a
Ryc. 4.28 C) . Natomi ast w owecryd§ciLLlLpiwyka@rzymwiadryu t
wzrost ORR pr zy.metdi Wemibwe z4 dea(t\kSM/D)OBR: 0,0
wte j grupie nie r-0Unig sin teU znaczNco od
pirogronianu. Dl a por - wnami ap, o dw ydlszytnac hORIRC
4i10mM(vsmedi um bez dodat k- - w, p = 0,005 i p <

4mM ORR by podwyUszony w por-wnaniu do oocy!H
4.3.8 Krople lipidowe i pokolenie F2

Podobnie jak u samic LUN z pokolenia F1, r- w
zawartoSI (I pWabeylwchsartﬁool.er“ortamlngvtporwnani u do grup
(p<0,0001; Ryc. 4.29 B) . Chol cagkowita Srednia powier:

utrzymywaga sin na wyUszym poziomie w oo0cCy
i stotnoSci statystycznej 9 @iDENOe OWY Hrr-ydmoi, 088

w Sredniej wielkoSci kropl i Ii EjpNatdnuastyamcaliza p o mi fi
rozkgadu wiel koSci kropl i uj awni ga, Ue ooc:
drobnych kropli I i pi gdydC@(QR2:ip = ov04@ipRyc. MABFRA.Nni u do ¢
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Ryc. 426 Ocena funkcji i liczby mitochondriw w oocytach samic pok
(A)Przykgadowe bar wile nd ac ybta rywheki@vi2®ml, J G k a | (B) Stasdngk O m.

fluorescencji czerwonej do zielonej-IC, odzwierciedlaj Ncy stopie®& pol aryza
ccC, LC i LL. (C) Liczba kopi. mi tochondrialnego DNA
wz g | pakiony ATP woocytach CC, LC i LL. Dane przedstawiono jake d i a n i 1{5. pereentyl)abs .
SrediniSEM. Gwi azdkami oznaczono i st oitWalisaatestéhpdastha mi Adzy
Dunna; P < 0,05).

Liczba anal i zoweepgwpieh(noocyt  -w w da

JG1: CC=51;LC=35;LL=35

LiczebnoSi grup (n):

mtDNA: CC=4; LC=3;LL=4

ATP:CC=5;LC=2;LL=4
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CellROX Orange

&

1.5 $88

mgg

0.54

CellROX Orange

Wzglidna fluorescencja
CellROX Orange (F/Fyont)

0.0 T T
CC LC LL

Ryc.4.27 Poziom ROS w oocytach samic pokolenia étfjektyw 20xs k al a . AP Pmzykgadowe bai
oocyt- -w CC, L C elle@XaCrande.L(B) Paziond ROS®& o m- r kach jaj owych CC,

Dane przedstawiono jakme di ann (/3. QRentylp 5Gwi az d Kk a mi oznaczono isto
grupami {est Kiuskald Wallisa ztestempost hodunna;*** p < 0,001).
Liczba analizowanych oocyt -w w danej grupie (n):

CC=35;LC=34;LL=30
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Ryc. 4.28 AutofluorescencidNAD(P)Hi FADor az ws kmd&jna &ku proe ¢ox w

(A-B)

$redni a aitafluoestengji NADPISIFAD ocy t -

w CC,

LC i

LL.

ang.optical redox ratig, obliczony na podstawie autofluoresce®dfAD(P)H i FAD w oocytach CC, LC i LL.

(D) Wpygw 1 -
medi ann

Unych

i(75. @&centylp 5 Gwi az dk a mi

Oznaczono

st e @apitrodddr cORRanmu oocyt ach
i s panelenAE:

ccC,

r .

oocytach seé

(C)

Ws k

LC i
Uni c

test MannaWhitneya;panel E: dwuczynnikowa ANOVA z testemosthodG2 lda dl a por - wna E wi el
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). Panel E: i dent
miAdzy dawkami pirogronianu w obrnbie danejstoneupy ( C¢
r-Unice statystyczne (p < 0,05).

Liczba analizowanych oocyt -w w danej grupie (n):

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

Medium: CC =23;LC=18; LL =13
0,8mM: CC=22;LC=18;LL=19
4mM:CC=17;LC=9;LL=20

10 mM: CC=15;LC49;LL=10
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Ryc.429Kr opl e | i pidowe w oocytach samic pokolenia F2. (
wybarwionych BODIPY 493/5030 b j ekt yw 20x ., ( B)kaWag |2nvaomiSit ef | uor esc
BODIPY 493/503 w oocytach CC,LCiLL.¢E) Wy ni ki analizy il oSciowej: (C)
l i pi dowych, (D) cagkowit a l'iczba kropl: Il i pi dowych

(G) liczba kropli lipidowycho r - Unych rozmiarach w oocytach CC, LC i
kwartyle (QxQ4 ) zgodni e z rozkgadem zmiennej X mevd i garnuip i e
(IQR: 25i175. percentyl)l ub S Ne dsnE MV Gwi azdkami oOznacya@mpami i St ot n
(panele BE: jednoczynnikowa ANOVA z testeipost hodDunnetta; panel Flwuczynnikowa ANOVA z testem

posthodG2 khd | a por - wn a E*pwi0,09, v*kpr< 6,0001y. ¢ h

LiczebnoSi grup (n):

CC=48;LC=32;LL=40
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44 Skut ki ni e d oillwcrasie lakiagii amany kna poziomie
podwzg-rza

Z uwagi na obserwowane w badar]ym model u n
pgci owego u samic, dalsza c¢cznSI pracy konc
podwzg-rza, stanowicNmrekimn{206nuacjn pracy Ka

441 Przestrzenny wz- - r eks pirhgbsyflyracjgiresiv w w podwz

W pierwszym &etapie oceniono p Kigse erazrEgre nn N |
w AVPV/PeN (bregma ~+0,26 mm do-0,22 mn) oraz ARC (~-1,46 mm do-2,46 mn)
w2ldniu Uycia za pmsmuocN hybrydyzacij.i

Nie stwierdzono r - Kissi+tiiEsi+wW i clztbiilei ek oV R E/kPe N
pomi ndzy(RgM48® €,6BiRyc.43C,E). Wykazano natomiast,
| i czba t Kiasthpsrkzryyppahdaawj Necdan NKissewtmr z kmywada si i na
poziomie u samic CONiLUKRyc.4.31i D), t o w obrnbie AVPV/ PeN by
LUN (vs. CON; p = 0,0268Ryc. 4.30i D).Li czba t rEsipsrkaz wmpadavj Nca na
k o mf Eskl+ w obu badanj)t o bs zar ach poednwzgdga r ziani (i Ry cz.mi
Ryc. 4.311 F).

W analiziew s pekspresjKisslorazEsrilw AVPV/ PeN wykazano obni Uon
Kiss+ wy k az uj Nc Escllip =0 028pRye 4.9 ifiH), podczas gdy w ARC nie
odnotowana - Uni ¢ 1(Ryc. 4. 3

Ze wzglndu na heterogennN budowi KbsfCoranr az z
Esrlt+ w jego obrnbi e, obszar ten prosft@d@ARL), ono n:
mMARC (middleARC) oraz cARC¢audalARC) . R- wnime opri Yct akianal i
nie wykryto istotnychc hr -glemi-ov wni elkdsBpyirBefx juip abnd d
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Bregma 0.26 mm

LUN

L4
0_
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4001

3001

2001

Liczba kom- rek Kiss1+
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1500+

1000+
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3004
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Liczba kom- rek Kiss1+/Esrl+

CON LUN
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o
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T
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104
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I

1004
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604

40
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% kom- rek Kiss1+ z Esrl
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CON LUN

LUN

CON

LUN

Ryc.4.30 Przestrzenna ekspreg{ésslorazEsrlw AVPV/PeN u 21idniowychsamic pokolenia FXA) Schemat

z atlasu Paxinosa i Franklina (Paxiridsranklin, The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinaftxl 2

obszar wybrany do analizy. B )

Kissln a k o mksprésjeEsrl
KolokalizacjaKisslorazEsrl (G) liczba kan - r Kids+/Esrl+, ( H)
Esrl Danepr zedst awi ono
(paneleC-G: test tStudentapanel H: test Mannr&Vhitneya;*p < 0,05).

LiczebnoSi

CON=4;LUN=4

grup

Przykgadowe r
transkryp - wbhbj ekt yw 40 x Ekspsekjaissa { @CQ O m.cKisbla,

(E)

(n):

obrazy

Il i czba Hsdtm- r(eFk)

j ako

111

Sredni

a

ilustruj Nc

mi kkr aol sikzoapcojwhe bf ar daagr

kD) rleikczba
dl oi dcazisrdin @ hr kaownre-krr kyip t -

tran

odskissleiewk pmgek&pr esj |

N

SEM.

Gwi

azdkami
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Ryc.4.31 Przestrzenna ekspredfésslorazEsrlw ARC 21-dniowych samic pokolenia F1. (A) Schemat z atlasu

Paxinosa i Franklina (Paxinosranklin, The Mouse Brain int&reotaxic Coordinate019 i | ustr uj Ncy j
zobszar-w wybranych do analizy. (B) Przykgadowe obr az)
transkolypekwyw 40x EkspesjaKissa 1(000) O m.cKisbra(D)HKiczba transkky/ pt - w

Kissln a k o niekspresipEsrl ( E) | i c Edvla, ko) r é k c z lEsrl ntar aknosrik-rrykprt .- w
KolokalizacjaKisslorazésrl: ( G) | i cKzslea{EsrkHo(nH Jreckd setkKssi+ kpen- weli- Jeks p r
Esrl Danepr zedst awi ono SEMKmk iSsrteodtnniyac hN st atystycznie r- O
(test tStudenta).

LiczebnoSi grup (n):

CON=4;LUN=5
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Ryc. 4.32 Przestrzenna ekspredfasslorazEsriw r - Uny c h o o ARQ uasantic Fp w 21edkiu

Oyci a. ( A) Przykgadowe obrazy mikroskopowe z lokaliz
podregionach ARCobj ekt yw 40 x , Przeskzerna eksbredfar ®Hms kr ypt - w: ( B) lic
Kissk+, (C) liczba kon- r eE&rl+ , ( D) | i ¢ Kibs&/EsKkito m- (rEe)k ods e Kisskv kom- r e

zews p- JekEsrhr esagjn\e przedstawi oBoakaket StreyohasNatSEML yc z
grupami(dwuczynnikowa ANOVA z testeqposthocG2 ldaa dl a por - weha E wi el okr ot n
LiczebnoSi grup (n):

CON=4;LUN=5
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442 Przestrzenny rozkgad nedron-w kisspeptyno

Z uwagi na fakt, Ue zmiany na poziomie tra
funkcjonalny kom-r ek, zdecydowano sanych r - wni
przez badane geny. Do wizualizacj neur on-
KissCeROSA% 7 ek spresj N biagka fluorescencyjnego
produkuj Ncych kisspeptynin, natomiast w przy
immunofluorescencyjne.

Nie stwierdzono r-Unic w liczbie n8iBpn-w ki
natomiast |iczba kom-rek ERU+ byga wyUsza

(p=0,M79,Ryc.433i C) . Ni e stwierdzonws pekagkplee gj-iUnd kcu wb
(Ryc. 4337 D-E). W ARC nie zaobserwowano zmian w ekspresji TdTomate R Oraz

ws perk@s presji a n a Rycz484w B-g)y.c hW ba ragleikzi(e trzech p
(rARC, mARC, cARC)odnotowanovny r a¥ny wzr ost | tynowybhff Rleur on -
w cARC samic LUN (vsCON; p=0,0307; Ryc. 8571 D).

Oceny przestrzennego rozkgadu kom-rek tdToma
pgci owo sami c, a b yaobsecwewaned r, z ecdz y d ozjmrizaenwa ni e m
utrzymuj N e &Zair w wa\@V/Bed jaki ARCni e odnal eziono Uad
mi A @rapamiCON i LUN (Ryc. 4367 A-D;Ryc. 437 A-D). TakUe w przypadku
ARC natrzy podregiong i € st wi er dzornRyc.438)t ot nych r - Uni c
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Ryc.433Char akterystyka neuron-w Kki t (t

dniu UOUyci a. ( A) Przykgadowe obr i owe frag
kom-rekobpROyw 40x, .Ekaslpaespa ©6 nyc k: (B) |
(C) liczba komardkaER&+.tdRomako c obamz k ER-UrEeRk{Bt)d T o ma
( E) odsetek kom-wsepk- gedSpmaspN ERU. Derdeni @ar Ne dSE B Wi
Gwi azdkami oznaczono i st otStdenta *ikn0i0t)e mi idzy grupami (
LiczebnoSi grup (n):
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Ryc.434Char akterystyka neudDbomat «+psARPty noavmichh A tpokol e
(AAPrzykgadowe obrazy mikroskopowe fragmentu ARC z | ok
objektyw 40x,Ekslkalesj hOba@mnych biagek: ( B) lrekczba ko
E R¥)Kolokalizacjsga d Tomat o ot aezBERUko MDE®RK Et)d Ppamette+k/ kom-r ek t
zewsp- gekspresj N ERU. Dane prBedkt awitonmnm yi@ddrupami 8niedni
(panele B i Dtest tStudend; panele C i E: t&t Mannawhitney3d.

LiczebnoSi grup (n):
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Ryc.4.350harakterysty a neuron-w ki sspeptynowych (tdTomat
Flw2ldniu Uycizgkgédddw obrazy mikroskopowe z |l okali zac
ERU+ w trzech wy o

rﬁbncbkmjn@'lcﬂ”ly\pod(D)e,&kslpaleajAR@a@mnych
B)liczba kom-rek tdTomato+, (C) Iliozha ERbec z b D) ERD+1 e
thomat0+ERUE)ods(eteI»k0m rek tdwWwopadeks preesj N ERU. Dane przed
SEM. Gwi azdkami oznaczono istotne r-Unice pastihdcdzy gr u
G2lda dl a por otnychaf< O0@b)e | ok r
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Ryc.436 Char akterystyka neuron-w kisspeptynowych (tdToma
zpokolenia F1. Ekspresja badany bi agek: (A) liczba kom-rek tdTomat
Kol okalizacja tdTloimazma ok am- rErU (D) ddeaekikad mo-+r/ ERUtd To mat ¢
zewsp-Jekspresj N ERU. Dane pBakisanych statystyconie jUank cc  Smi edddrziya
grupami(testMannaWhitneyd.

LiczebnoSi grup (n):

CON=3;LUN=3
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Ryc.437Char akterystyka neuron-w kisspeptynowych (tdTomat
F1 . Ekspresja badanych biagekv: (Axybali Eemar eko mERY:
Kolokalizacjiat d Tomat o or az ERU:dTdm&t+tE RU D2 b dkemeke k om- r ek t

zewsp-gekspresj N ERU. Dane pBakissshpwhosbajpkbySzeidai n
grupami (tesMannaWhitney3.

LiczebnosSl grup (n):
CON =4;LUN =3
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