V1. STRESZCZENIE

Zaréwno kisspeptyny (KiSS-1), jak i leptyna odgrywaja istotng role w procesie
dojrzewania plciowego u owiec poprzez aktywacj¢ osi podwzgérzowo-przysadkowo-
jajnikowej. Hormony osi  tyreotropowej takze uczestnicza w regulacji proceséw
reprodukcyjnych u przezuwaczy. Brak jednak danych dotyc_zqcych zalezno$ci pomigdzy
uktadem KiSS-l/GPR54 v(receptor zwigzany z bialkiem G), leptyng, hormonami osi
tyreotropowej a czasem rozpoéze;cia dojrzatosci plciowbej, W zwigzku z powstzym, celem
pracy bqu analiza zaleznosci pomiedzy dzienn};mi przyrostami masy ciala, ekspresja uktadu
KiSS—l/GPR54 w przysadce gruczotowej, osoczowym ste;Zeniein leptynry,’kissprep»tynrryr—lo
(KiSS-10), hormonu tyreotropowego V(TS'H) ofaz wolnej tyroksyny (fT4) a terminem
pierwszej owulacji u owiec predyspon()wanyéh do opéiniénia dojrzewania plciowego
oraz u owiec kontrolnych. Ponadto oceniany byi wplyw leptyny na wydzielanie KiSS-10,
jak réwniez ekspresjc mRNA KiSS-1 i mRNA GPR54 w komérkach przysadki jarek in vitro.
Analizie ‘W warunkach in vitro zostalo poddane réwniez oddziatywanie leptyny
oraz kisspeptyny-10 na wydzielé;;é TSH. |

Doswiadczenie przeprowadzono na owcach wysokoplennej linii SCP: 114 doros%ych
" maciorkach i 64 jarkach bedacych ich potomstwem, wyselekcjonowanych ze wzgledu na typ
ciazy i mase¢ ciata matek. Nowov"narodzone jagnieta zostaty podzielone na cztéry grupy: IS —
Jarki pochodzace z ciazy pojedynczej, bedace potomstwem owiec o prawidlowej masie ciata
(bez predyspozycji do opdznienia dojrzewania piciowego); IT — jarki pochodzace z cigzy
blizniaczej, bedace potomstwem owiec o prawidlowej masie ciata (predysponowane
do opdZnienia dojrzewania ptciowego wskutek niskiej urodzeniowej masy ciata, wynikajacej
‘ z cigzy mnogiej); IIS — jarki pochodzace z cigzy pojedynczej, bedgce potomstwem owiec
o wysokiej masie ciala (predysponowane do opéznienia dojrzewania plciowego wskutek
niskiejr urodzeniowej masy ciata wynikajgcej z otylosci matek) i IIT — jarki pochodzace
z ciazy blizniaczej, bedace potomstwem owiec o wysokiej masie ciata (predysponowane
do 6péz'nieriia dojrzewania plciowego wskutek niskiej urodzeniowej masy ciata Wyﬁikajqcej
z cigzy mnogiej 1 otylosci matek). Jarki byly wazone co dwa tygodnie od urodzenia
do momentu ukonczenia 6smego miesigca zycia. Od czwartego do ésmego miesigca zycia
pobierana byla krew z zyly szyjnej zewngtrzne]. Nastgpnie, obliczano dzienne przyrosty masy
ciala oraz analizowano osoczowe stezenie KiSS-10, leptyny, TSH i fT4 metodg ELISA
z uzyciem specyficznych gatunkowo przeciwcial. Réwnoczesnie metodg laparoskopowsa

monitorowana byla aktywno$¢ jajnikéw. W przysadkach gruczotowych izolowanych
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od losowo wybranych owiec w wieku szesciu, siedmiu i o$miu miesigcy, okreslana byla
ekspresja mRNA KiSS-1 i receptorow GPR54 metoda Real-Time PCR. Ponadto, przysadki
mézgowe zostaty pobrane od jarek w celu zalozenia hodowli pierwotnyéh in vitro. Komorki
przysadki gruczotowej byty hodowa‘ne'w podtozu McCoy 5A: 1) bez hormonéw (kontrola);
2) z leptyng (10 - 10° M); 3) z KiSS-.lO (10" - 10 M); 4) z peptydem 234 (antagonista
receptora GPR54, 107 M); 5) z KiSS-10 (10" - 107 M) i peptydem 234 (107 M). Nastepnie
zbierano podloze w celu oznaczenia stezenia KiSS-10 1TSH metoda ELISA. Réwnoczesnie
okreslany byl indeks proliferacji komérek celem obliczenia wydzielania ww. hormonéw.
Analizowano réowniez. poziom ekspresji mRNA KiSS-1 i mRNA GPR54 w komérkach
przysadki gruczotlowej metodg Real-Time PCR.

Wyniki uzyskane podczas doswiadczen zrealizowanych w warunkach in vivo
wskazuja, ze wiek, w ktérym owce osiagaly dojrzatos¢ plciowa uzalezniony byl od typu
ciazy, z ktérej pochodzily (pojedyncza/blizniacza) oraz masy ciala i stezenia leptyny
w osoczu krwi matek. Pochodzenie z ciazy mnogiej, jak rowniez wysoka masa ciafa i wysokie
stezenie leptyny w osoczu kiwi matki nalezaly do czynnikéw predysponujacych
do opdznienia dojrzewania plciowego. Zaobserwowano, iz wzrost stezenia leptyny w osoczu
—Jkrwi-jarek -(do- wartoscei 3,35 + 0,26 — 3,60‘ + 0,19 ng/mL) byl dodatnio skorelowany
z podwyzszeniem osoczowego stezenia kisspeptyny-10 (do wartosci 31,26 + 1,54 — 32;24 - =
2,25 ng/mL) oraz poziomu ekspresji mRNA KiSS-1 w przysadce gruczolowej. Ten status
hormonalny zwigzany byt z wystapieniem pierwszej owulacji u owiec. Natomiast poziom
ekspresji mRNA GPR54 w przysadce moézgowej jarek obnizal si¢ w czasie pierwszej
owulacji. Z kolei brak owulacji w pierwszym sezonie rozplodowym u owiec pochodzacych
Z ciazy mnogiej i bedacych potomstwem matek o wysokiej masie ciata zwiazany byt z niskg
masa urodzeniowg, wysokimi dziennymi przyrostami od 110 do 240 dnia zycia,
przedwczesnym, ponadfizjologicznym wzrostem stgzenia leptyny, utrzymujacym  sig¢
~ réwnocze$nie niskim poziomem KiSS-10 w osoczu krwi oraz niskim poziomem ekspresji
mRNA KiSS-1 w przysadce mozgowej. Rowniez aktywnos$¢ wydzielnicza tarczycy owiec
w okresie dojrzewania plciowego uzalezniona byta od typu cigzy (pojedyncza/blizniacza),
masy ciala i stezenia leptyny we krwi matek. Wzrost stezenia wolnej tyroksyny polaczony
z obnizeniem poziomu TSH w osoczu krwi byl skorelowany z wystapieniem pierwszej
owulacji.

W efekcie badan przeprowadzonych w warunkach in vitro wykazano, ze wydzielanie
TSH przez komérki przysadki owiec bylo uzaleznione od ste¢zenia leptyny: 109 - 10° M

leptyny powodowato wzrost sekrecji TSH, podczas gdy najwyzsze z zastosowanych stezen
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leptyny (10 M) obnizato wydzielanie hormonu tyreotropowego w pordéwnaniu do kontroli.
Uzyskane wyniki wskazujq takze, ze leptyna w stezeniach 10" do 107 M stymulowala
ekspresj¢ mRNA KiSS-1, jak réwniez sekrecje KiSS-10 przez komérki przedniego plata
przysadki mézgowej jarek. Natomiast: najwyzsze z zastosowanych stezen leptyny (10~ M)
powodowato znaczace obniZenie; boziomu ekspresji KiSS-1 i wydzielania KiSS-10
W poréwnaniu ‘Ado kontroli. ZaobserWoWano takze, ze kisspeptyna-10 nie wywierala
bezposredniego wplywu nakwydzielanie TSH in vitro, z wyjatkiem krétkotrwalej 2-godzinnej
ekspozycji komérek przysadki owiec na dziatanie KiSS-10. KiSS-10 w stc;Zeniaéh ot ~10°
M znaczaco zwie;kszab w tych warunkach wydzielanie TSH.
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