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WYKAZ SKRÓTÓW 

 

ARC       jądro łukowate podwzgórza (arcuate nucleus of the hypothalamus) 

BSA albumina surowicy bydlęcej (bovine serum albumin) 

DMEM    podłoże DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 

Dyn A  dynorfina A (dynorphin A) 

FSH       hormon folikulotropowy (follicle stimulating hormone) 

GnRH     gonadoliberyna (gonadotrophin -releasing hormone) 

GPR54    receptor błonowy związany z białkiem G54 (G protein-coupled receptor 54) 

HEPES kwas 2-(4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazyno)-etanosulfonowy   

(4-(2-hydroxyethyl)piperazine -1-ethanesulfonic acid) 

 

HPG      oś podwzgórzowo-przysadkowo-gonadalna (hypothalamic-pituitary-

gonadal axis) 

 

HPO      oś podwzgórzowo-przysadkowo-jajnikowa (hypothalamic-pituitary-ovarian 

axis) 

KISS1   gen kodujący kisspeptynę (kisspeptin coding gene) 

KiSS     kisspeptyna (kisspeptin) 

KiSS-10  kisspeptyna – 10 (kisspeptin-10) 

KNDy    kisspeptyna, neurokinina B i dynorfina A (kisspeptin, neurokinin B  

and dynorphin A) 

 

KOR     receptor opioidowy kappa (kappa opioid receptor) 

LH           hormon luteinizujący (luteinizing hormone) 

McCoy 5A   podłoże McCoy 5A (McCoy 5A medium) 

NK1R        receptor neurokininy 1 (neurokinin 1 receptor) 

NK2R    receptor neurokininy 2 (neurokinin 2 receptor) 
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NK3R    receptor neurokininy 3 (neurokinin 3 receptor) 

NKB     neurokinina B (neurokinin B) 

OB-Ra   krótka forma receptora leptyny (short form of leptin receptor) 

OB-Rb   długa forma receptora leptyny (long form of leptin receptor) 

Pdyn     gen kodujący dynorfinę A (dynorphin A coding gene) 

POA     pole przedwzrokowe (preoptic area) 

S         owce pochodzące z ciąży pojedynczej (singletons) 

T         owce pochodzące z ciąży mnogiej (twins) 

TAC3     gen kodujący neurokininę B (neurokinin B coding gene) 

TACR3    gen kodujący receptor NK3R (neurokinin B receptor coding gene)  
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STRESZCZENIE 

 

Dojrzewanie płciowe  to wieloczynnikowy i złożony proces, warunkowany 

między innymi osiągnięciem odpowiedniej masy ciała oraz krytycznej masy tkanki 

tłuszczowej a także właściwym funkcjonowaniem endokrynnych mechanizmów 

regulacyjnych. W przypadku przeżuwaczy terminowe osiągnięcie dojrzałości płciowej 

przyczynia się do zwiększenia wydajności rozrodczej stada oraz ekonomicznej 

efektywności hodowli. Jednym z problemów, obserwowanych w pierwszym roku życia 

zwierząt, jest opóźnienie dojrzewania, które wiąże się z zaburzeniami metabolicznymi  

i neurohormonalnymi.  

KNDy (K – kisspeptyna, N – neurokinina B, Dy – dynorfina) to neuropeptydy 

produkowane i wydzielane m.in przez jądro łukowate podwzgórza, uczestniczące  

w neuroendokrynnej regulacji rozwoju i funkcjonowania układu rozrodczego. Kisspeptyny,  

w tym kisspeptyna-10 (KiSS-10), odgrywają ważną rolę w inicjowaniu procesu 

dojrzewania, aktywują neurony GnRH, pobudzając produkcję i wydzielanie 

gonadoliberyny, a w konsekwencji sekrecję LH oraz FSH z przysadki mózgowej. 

Nieliczne doniesienia dowodzą, że neurokinina B (NKB) i dynorfina A (Dyn A)  

również mogą uczestniczyć w regulacji procesów rozrodczych u przeżuwaczy. Dotychczas 

brakowało jednak danych nt. zależności pomiędzy układem neurohormonów KiSS, NKB  

i Dyn A a czasem inicjacji dojrzewania płciowego u owiec. Ponadto, dostępne doniesienia 

na temat wpływu NKB i Dyn A na wydzielanie gonadotropin  przez komórki przysadki 

mózgowej in vitro są nieliczne, niejednoznaczne i nie odnoszą się do owiec. Brak  

też danych o bezpośrednim oddziaływaniu NKB i Dyn A na sekrecję KiSS-10 na poziomie 

przysadki mózgowej owiec w okresie dojrzewania płciowego.  

Doświadczenie zostało przeprowadzone w dwóch etapach. W pierwszym, 

zrealizowanym w warunkach in vivo, zostały wykorzystane dwadzieścia cztery jarki rasy 

Uhruska. Pierwsza grupa składała się z jagniąt pochodzących z ciąży pojedynczej  

(S; n = 13), natomiast druga grupa z jarek pochodzących z ciąży bliźniaczej i tym samym 

predysponowanych do opóźnionego dojrzewania płciowego (T; n = 11). Celem pracy było 

określenie zmian stężeń KiSS-10, NKB, Dyn A w osoczu krwi jarek w okresie  

od czwartego do dziesiątego miesiąca życia jak również analiza zależności pomiędzy 

stężeniem tych neuropeptydów a terminem pierwszej owulacji obu badanych grup owiec. 

Celem drugiego etapu doświadczenia, przeprowadzonego w warunkach in vitro, było  
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z kolei zbadanie wpływu KiSS-10, NKB i Dyn A na wydzielanie LH oraz FSH oraz analiza 

oddziaływania NKB i Dyn A na wydzielanie KiSS - 10 przez komórki przysadki 

gruczołowej jarek.  

Badania przeprowadzone w warunkach in vivo wykazały, iż wiek, w którym jarki 

osiągają dojrzałość płciową, zależy od typu ciąży, z której pochodzą (pojedyncza/mnoga), 

tempa przyrostów masy ciała oraz stężenia analizowanych neuropeptydów w osoczu krwi. 

U owiec pochodzących z ciąży pojedynczej pierwszą owulację stwierdzono w wieku  

8 miesięcy, natomiast z ciąży bliźniaczej 2 miesiące później. Średnia masa ciała owiec 

pochodzących z ciąży pojedynczej przez cały okres badań była wyższa niż w grupie owiec 

pochodzących z ciąży bliźniaczej. Zarówno u owiec z grupy S jak i T wykazano dodatnią 

korelację między zmianami stężeń KiSS-10 i NKB w osoczu krwi wraz z wiekiem  

(S: r = 0.86, T: r = 0.89). Równocześnie, w tych samych warunkach, stwierdzono ujemną 

korelację między KiSS-10 a Dyn A (S: r = -0.55, T: r = -0.98) oraz między NKB a Dyn A 

(S: r = -0.89, T: r = -0.94). U owiec pochodzących z ciąży pojedynczej zapoczątkowanie 

aktywności jajników związane było z istotnym statystycznie (P ≤ 0,05) wzrostem stężeń 

KiSS-10 (S: 95,28 ±5,21 ng/l) oraz NKB (S: 384,19 ±38,36 ng/l) po ukończeniu  

8. miesiąca życia, natomiast u owiec pochodzących z ciąży bliźniaczej ze znaczącym 

wzrostem stężenia KiSS-10 (T: 95,80 ±7,4 ng/l) w 10. miesiącu życia, poprzedzonym 

wzrostem stężenia NKB (T: 364,70 ±47,52 ng/l) po ukończeniu 9. miesiąca życia. 

Opóźnienie dojrzewania płciowego u owiec pochodzących z grupy T powiązane było  

z utrzymującym się do ukończenia 8. miesiąca życia wyższym poziomem Dyn A przy 

równocześnie niższych stężeniach KiSS-10 i NKB w osoczu krwi w porównaniu do grupy 

S (publikacja nr 3).  

W drugim etapie badań przeprowadzonych w warunkach in vitro wykazano 

bezpośredni wpływ KiSS-10, NKB i Dyn A na wydzielanie gonadotropin przez komórki 

przysadki gruczołowej owiec. Po 4, 12 i 24 godzinach ekspozycji na KiSS-10 stwierdzono 

wzrost wydzielania LH (10-11-10-8 M KiSS-10) oraz FSH (10-11-10-7 M KiSS-10)  

w porównaniu z kontrolą. Najwyższy poziom wydzielania LH odnotowano  

po 24-godzinnej ekspozycji komórek na 10-8 M KiSS-10. Statystycznie istotny (P ≤ 0,05) 

wzrost wydzielania FSH zaobserwowano po 12 i 24 godzinach przy stężeniu 10-9 M KiSS-

10 w porównaniu z kontrolą. NKB i Dyn A we wszystkich zastosowanych stężeniach  

(10-11-10-7 M) pobudzały wydzielanie zarówno LH, jak i FSH. Najsilniejsze działanie 

stymulujące (P ≤ 0,05) na wydzielanie LH zaobserwowano po 12- i 24-godzinnej 

ekspozycji na 10-8 M NKB. Wydzielanie FSH osiągnęło maksimum po 12 i 24 godzinach 
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ekspozycji komórek na najwyższe stężenie (10-7 M) NKB. Wartości te były statystycznie 

istotnie (P ≤ 0,05) wyższe w porównaniu z  kontrolą. Dyn A w stężeniach 10-10-10-7 M 

istotnie statystycznie (P ≤ 0,05) zwiększała wydzielanie LH, natomiast w stężeniach  

10-11-10-9 M (P ≤ 0,05) wydzielanie FSH w porównaniu do kontroli (publikacja nr 1). 

Wpływ NKB na wydzielanie KiSS-10 przez komórki przysadki gruczołowej zależał  

od czasu ekspozycji i jej stężenia w podłożu hodowlanym. NKB, w przeciwieństwie  

do Dyn A, miała znaczący (P ≤ 0,05) wpływ na wydzielanie KiSS-10 z komórek przysadki 

gruczołowej owiec po 6, 12, 18, 24 godzinach w stężeniu 10-8 M oraz po 24 godzinach  

w stężeniu 10-7 M. Dyn A we wszystkich zastosowanych stężeniach (10-11-10-7 M)  

przez cały okres trwania doświadczenia nie miała znaczącego wpływu na wydzielanie 

KiSS-10 (publikacja nr 2).  

Uzyskane pionierskie wyniki wskazują na znaczącą rolę badanych neuropeptydów 

w kontroli inicjacji aktywności rozrodczej u owiec. Stwierdzono bezpośrednie 

odziaływanie KiSS-10, NKB i Dyn A na sekrecję gonadotropin na poziomie przysadki 

gruczołowej. Ponadto pobudzający wpływ NKB na wydzielanie KiSS-10 z komórek 

przysadki świadczy o możliwości pośredniego oddziaływania tego neuropeptydu  

na wydzielanie gonadotropin (głównie LH). 

 

Słowa kluczowe: dojrzewanie płciowe, dynorfina A, gonadotropiny, kisspeptyna-10, 

neurokinina B 
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SUMMARY 

Puberty is a multifactorial and complex process determined, among others,  

by the attainment of an appropriate body weight and a critical adipose tissue mass  

and the proper functioning of endocrine regulatory mechanisms. In ruminants, the timely 

attainment of sexual maturity contributes to increased reproductive performance  

of the flock and to the economic efficiency of breeding. One of the problems observed 

during the first year of life in animals is delayed puberty, which is associated  

with metabolic and neurohormonal disturbances. 

KNDy (K – kisspeptin, N – neurokinin B, Dy – dynorphin) are neuropeptides 

produced and secreted, among others, by the arcuate nucleus of the hypothalamus. They 

are involved in the neuroendocrine regulation of the development and functioning  

of the reproductive system. Kisspeptins, including kisspeptin-10 (KiSS-10), play  

an important role in the initiation of puberty; they activate GnRH neurons, thereby 

stimulating the production and secretion of gonadoliberin and, consequently, the secretion 

of LH and FSH from the pituitary gland. Limited reports indicate that neurokinin B (NKB) 

and dynorphin A (Dyn A) may also participate in the regulation of reproductive processes 

in ruminants. However, to date, there have been no data on the relationship between  

the KiSS, NKB, and Dyn A neurohormone system and the timing of puberty initiation  

in sheep. Moreover, the available reports on the effects of NKB and Dyn A  

on gonadotropin secretion by pituitary cells in vitro are ambiguous and do not relate  

to sheep. There are also no data on the direct effects of NKB and Dyn A on KiSS-10 

secretion at the pituitary level in ewes during puberty. 

The experiment was conducted in two stages. In the first stage, carried out under  

in vivo conditions, twenty-four Uhruska ewe lambs were used. The first group consisted  

of lambs derived from singleton pregnancies (S; n = 13), whereas the second group 

comprised ewe lambs from twin pregnancies and thus predisposed to delayed puberty  

(T; n = 11). The aim of the study was to determine changes in plasma concentrations  

of KiSS-10, NKB, and Dyn A in ewe lambs from the fourth to the tenth month of life  

and to analyse the relationship between the concentrations of these neuropeptides  

and the timing of the first ovulation in both groups of sheep. The aim of the second stage 

of the experiment, conducted under in vitro conditions, was to investigate the effects  

of KiSS-10, NKB, and Dyn A on LH and FSH secretion and to analyse the influence  

of NKB and Dyn A on KiSS-10 secretion by anterior pituitary cells in ewe lambs. 
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The in vivo studies demonstrated that the age at which ewe lambs attain sexual 

maturity depends on the type of pregnancy from which they originate (singleton/multiple), 

the rate of body weight gain, and the concentrations of the analysed neuropeptides in blood 

plasma. In sheep originating from singleton pregnancies, the first ovulation was observed 

at 8 months of age, whereas in those derived from twin pregnancies it occurred 2 months 

later. The mean body weight of ewes from singleton pregnancies was higher throughout 

the entire experimental period than in the group coming from twin pregnancies. In both  

the S and T groups, a positive correlation was demonstrated between changes in plasma 

KiSS-10 and NKB concentrations with age (S: r = 0.86, T: r = 0.89). At the same time, 

under the same conditions, a negative correlation was found between KiSS-10 and Dyn A 

(S: r = -0.55, T: r = -0.98), as well as between NKB and Dyn A (S: r = -0.89, T: r = -0.94). 

In singleton ewes, the initiation of ovarian activity was associated with a statistically 

significant (P ≤ 0.05) increase in KiSS-10 (S: 95.28 ± 5.21 ng/l) and NKB (S: 384.19  

± 38.36 ng/l) concentrations after 8 months of age, whereas in sheep coming from twin 

pregnancies, it was associated with a significant increase in KiSS-10 concentration  

(T: 95.80 ± 7.4 ng/l) in the 10th month of life, preceded by an increase in NKB 

concentration (T: 364.70 ± 47.52 ng/l) after 9 months of age. Delayed puberty in sheep 

from group T was associated with a persistently higher level of Dyn A up to 8 months  

of age, accompanied by lower plasma concentrations of KiSS-10 and NKB compared  

with group S (publication no. 3). 

In the second stage of the study, conducted under in vitro conditions, a direct effect  

of KiSS-10, NKB, and Dyn A on gonadotropin secretion by ovine anterior pituitary cells  

was demonstrated. After 4, 12, and 24 hours of exposure to KiSS-10, an increase in LH 

secretion (10-11 –10-8 M KiSS-10) and FSH secretion (10-11–10-7 M KiSS-10) was found, 

compared with the control. The highest level of LH secretion was recorded after 24-hour 

exposure of cells to 10-8 M KiSS-10. A statistically significant (P ≤ 0.05) increase in FSH 

secretion was observed after 12 and 24 hours at a concentration of 10-9 M KiSS-10 

compared with the control. NKB and Dyn A, at all concentrations used (10-11–10-7 M), 

stimulated the secretion of both LH and FSH. The strongest stimulatory effect (P ≤ 0.05) 

on LH secretion was observed after 12- and 24-hour exposure to 10-8 M NKB. FSH 

secretion reached its maximum after 12 and 24 hours of cell exposure to the highest 

concentration (10-7 M) of NKB. These values were statistically significantly higher  

(P ≤ 0.05) than those in the control. Dyn A at concentrations of 10-10–10-7 M significantly 

increased LH secretion (P ≤ 0.05), whereas at concentrations of 10-11–10-9 M,  
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it significantly increased FSH secretion (P ≤ 0.05), compared with the control (publication 

no. 1). The effect of NKB on KiSS-10 secretion by anterior pituitary cells depended  

on the duration of exposure and its concentration in the culture medium. NKB, unlike Dyn 

A, had a significant effect (P ≤ 0.05) on KiSS-10 secretion from ovine pituitary cells after 

6, 12, 18, and 24 hours at a concentration of 10-8 M, and after 24 hours at a concentration 

of 10-7 M. Dyn A, at all concentrations used (10-11–10-7 M), had no significant effect  

on KiSS-10 secretion throughout the duration of the experiment (publication no. 2). 

The obtained pioneering results indicate a significant role of the studied 

neuropeptides in the control of initiation of reproductive activity in sheep. A direct effect 

of KiSS-10, NKB, and Dyn A on gonadotropin secretion at the pituitary level  

was demonstrated. Moreover, the stimulatory effect of NKB on KiSS-10 secretion  

by ovine anterior pituitary cells indicates the possibility of an indirect effect  

of this neuropeptide on gonadotropin secretion, mainly LH. 

 

Keywords: dynorphin A, gonadotropins, kisspeptin-10, neurokinin B, puberty 
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WSTĘP 

 

Dojrzewanie płciowe  to wieloczynnikowy i złożony proces, warunkowany  

między innymi osiągnięciem odpowiedniej masy ciała oraz krytycznej masy tkanki 

tłuszczowej, a także właściwym funkcjonowaniem endokrynnych mechanizmów 

regulacyjnych. W przypadku przeżuwaczy terminowe osiągnięcie dojrzałości płciowej 

przyczynia się do zwiększenia wydajności rozrodczej stada jak również ekonomicznej 

efektywności hodowli. Jednym z problemów, obserwowanych w pierwszym roku życia 

zwierząt, jest opóźnienie dojrzewania, które wiąże się z zaburzeniami metabolicznymi  

jak i neurohormonalnymi (Abadjieva i in. 2011, Castellano i in. 2005, Seminara i in. 2003). 

Niska urodzeniowa masa ciała jest jedną z przyczyn opóźnionego dojrzewania płciowego  

u owiec. Problem ten dotyczy przede wszystkim jagniąt pochodzących z ciąży mnogiej 

oraz będących potomstwem matek o wysokiej masie ciała (Kosior -Korzecka i in. 2012, 

Rosales Nieto C.A. i in. 2013, Rosales Nieto C.A. i in. 2014). Osiągnięcie dojrzałości 

płciowej poprzez aktywację osi podwzgórze-przysadka-jajniki (HPO) zależy od obecności 

zapasów tłuszczu zawartych w podskórnej jak i trzewnej tkance tłuszczowej,  

a także kluczowych sygnałów metabolicznych, m. in. odpowiedniego stężenia leptyny  

w osoczu krwi (Woller i in. 2001). Leptyna, peptyd uwalniany z białej tkanki tłuszczowej, 

wiążąc się z receptorami OB-Rb i OB-Ra w podwzgórzu, powoduje aktywację neuronów 

GnRH, doprowadzając do uwalniania gonadoliberyny, a w konsekwencji do sekrecji LH  

i FSH przez przedni płat przysadki mózgowej (Smith i in. 2006, Woller i in. 2001).  

W podwzgórzu, w odziaływaniu tym, pośredniczą liczne czynniki neuronalne, w tym 

kisspeptyny (KiSS) (Ahima i in. 2011, Hausman i in. 2012, Qiu i in. 2011). KiSS, razem  

z neurokininą B (NKB) oraz dynorfiną A (Dyn A), zbiorczo określane jako KNDy,  

to kluczowe neuropeptydy produkowane i wydzielane przez jądro łukowate podwzgórza 

(ARC), biorące udział w endokrynnej kontroli dojrzewania płciowego.  

KiSS, kodowane przez gen KISS1, należą do rodziny hormonów RF-amidowych. 

Wiążąc się ze swoim receptorem sprzężonym z białkiem G 54 (GPR54) na neuronach 

ARC i pola przedwzrokowego (POA) podwzgórza inicjują wzrost pulsacyjnego 

wydzielania GnRH, co doprowadza do uwalniania LH oraz FSH. Wiadomo, że centralne 

podanie KiSS-1 zwiększa stężenie LH w osoczu u samic szczurów Wistar  

przed osiągnięciem dojrzałości płciowej (Navarro i in. 2004), natomiast KiSS podana 

dokomorowo u owiec stymuluje wydzielanie LH w okresie anestrus (Messager i in. 2005). 
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Redmond i in. (2011) wykazali, że dożylne podanie KiSS u owiec przed okresem 

dojrzewania nasila pulsacyjne wydzielanie LH. Dodatkowo, badania przeprowadzone  

na jarkach rasy Small Tail Han Sheep dowiodły, iż dożylna administracja KiSS-10  

w stężeniach 0,5; 1 i 2 mg zwiększała sekrecję LH (Wang i in. 2012). Wysoki poziom 

ekspresji receptorów GPR54 stwierdzono także w komórkach gonadotropowych,  

co wskazuje na możliwość bezpośredniego oddziaływania KiSS na poziomie przysadki 

mózgowej (Luque i in. 2011, Richard i in. 2009). Suzuki i in. (2008) wykazali bezpośredni 

stymulujący wpływ KiSS-10 na wydzielanie LH przez komórki przedniego płata przysadki 

bydła i świni. Wszelkie nieprawidłowości w układzie KiSS/GPR54 mogą powodować 

różne formy zaburzeń rozrodczych, m. in. opóźnienie dojrzewania płciowego  

lub idiopatyczny hipogonadyzm hipogonadotropowy (Kant i in. 2020).  

KiSS wraz z NKB są kluczowymi neuropeptydami, biorącymi udział  

w endokrynnej regulacji procesu dojrzewania płciowego (Navarro 2013). NKB kodowana 

przez gen TAC3 u owiec (Li i in. 2020), to 10-aminokwasowy peptyd należący do rodziny 

tachykinin, m.in. razem z neurokininą A oraz substancją P (Pinilla i in. 2012). Do tej pory 

zidentyfikowano trzy receptory tachykinin: dla neurokininy-1 (NK1R), neurokininy-2 

(NK2R) oraz neurokininy-3 (NK3R), który jest receptorem dla NKB (Pinilla i in. 2012). 

Receptor NK3R występuje głównie w ośrodkowym układzie nerwowym, gdzie jest 

ekspresjonowany przez neurony KNDy w ARC (Navarro i in. 2009). Układ NKB/NK3R 

jest regulowanym przez hormony płciowe, jednym z głównych modulatorów osi HPO 

(Navarro i in. 2009). NKB jest ważną składową mechanizmu odpowiedzialnego  

za inicjację procesu dojrzewania płciowego owiec, ponieważ aktywacja receptora NK3  

dla NKB wywołuje wydzielanie LH w sposób zależny od GnRH (Bedenbaugh i in. 2020). 

Wiadomo, że mutacje w genach TAC3 lub TACR3, kodujących odpowiednio neurokininę 

B (NKB) lub jej receptor NK3R, powodują wystąpienie hipogonadyzmu 

hipogonadotropowego u ludzi (Rance i in. 2010, Topaloglu i in. 2009, Young i in. 2010). 

Badania przeprowadzone przez Nestor i in. (2012) wykazały, iż jednokrotne dożylne 

podanie senktydu (agonisty NKB) zwiększało wydzielanie LH u samic owiec przed 

okresem dojrzewania płciowego. Co więcej, Aerts i in. (2024) wykazali, że uszkodzenie 

neuronów KNDy u owiec spowodowane podaniem NK3-Saporyny do obszaru ARC, 

doprowadziło do wystąpienia opóźnionego dojrzewania płciowego. 

Dyn A, kodowana przez gen Pdyn, to związek z rodziny endogennych peptydów 

opioidowych, która obejmuje również β-endorfinę i enkefalinę (Uenoyama i in. 2021). 
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Receptorem dla dynorfiny jest opioidowy receptor kappa (KOR), silnie ekspresjonowany  

w ośrodkowym układzie nerwowym, zwłaszcza w neuronach KNDy oraz GnRH (Weems  

i in. 2018). Funkcja dynorfiny jako endogennego peptydu opioidowego polega na inhibicji 

wydzielania hormonów gonadotropowych oraz zmniejszeniu odpowiedzi LH  

na kisspeptynę -10 (KiSS – 10) (Pinilla i in. 2012). Lopez i in. (2016) wykazali,  

że dokomorowe podanie antagonisty KOR (norbinaltorfiminy) znacząco podnosiło średnie 

poziomy LH w porównaniu z grupą kontrolną u owiec poddanych ovariektomii  

przed osiągnięciem dojrzałości płciowej, po aplikacji implantu estrogenowego. NKB i Dyn 

A mogą odgrywać ważną rolę w syntezie oraz sekrecji hormonów na poziomie przedniego 

płata przysadki (Mijiddorj i in. 2012). Badania przeprowadzone na mysiej linii 

komórkowej LβT2 wykazały obecność NK3R i KOR, jednak zarówno NKB jak i Dyn  

nie aktywowały promotora FSHβ i LHβ (Mijiddorj i in. 2012).  

Dostępne doniesienia na temat wpływu NKB i Dyn A na wydzielanie gonadotropin  

przez komórki przysadki gruczołowej in vitro są nieliczne, niejednoznaczne i nie odnoszą 

się do owiec (Ryc. 1.). Brakuje również danych dotyczących bezpośredniego 

oddziaływania NKB i Dyn A na sekrecję KiSS-10 na poziomie przysadki mózgowej owiec 

w okresie dojrzewania płciowego, jak również zależności pomiędzy układem 

neurohormonów KiSS, NKB i Dyn A a czasem inicjacji dojrzewania płciowego u owiec.  
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Ryc. 1. Rola kisspeptyny-10 (KiSS-10), neurokininy B (NKB) i dynorfiny A w regulacji hormonalnej 

dojrzewania płciowego, ARC – jądro łukowate podwzgórza; KNDy – kisspeptyna, neurokinina B i dynorfina; 

GPR54 – receptor błonowy związany z białkiem G54; NK3R – receptor neurokininy 3; KOR – receptor 

opioidowy kappa; GnRH – gonadoliberyna; LH – hormon luteinizujący; FSH – hormon folikulotropowy;  

+ – działanie pobudzające; − – działanie hamujące; ? – rola nieznana  

(źródło: Szysiak N., Kosior-Korzecka U., Longo V., Patkowski K., Greguła-Kania M., Nowakiewicz A., Bochniarz M., 

Junkuszew A.: Influence of neurokinin B, dynorphin A and kisspeptin-10 on in vitro gonadotropin secretion by anterior 

pituitary cells isolated from pubescent ewes. J Vet Res 2025, 69, 121–129, doi: 10.2478/jvetres-2025-0003.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

18 

 

HIPOTEZA I CEL BADAŃ 

 

Niska urodzeniowa masa ciała jest jednym z czynników powodujących zaburzenia 

aktywności reprodukcyjnej poprzez opóźnienie dojrzewania płciowego, co stanowi 

problem natury ekonomicznej u owiec ras wysokoplennych. Owce nie osiągają wtedy 

dojrzałości płciowej w pierwszym sezonie rozpłodowym. KiSS-10, NKB i Dyn A, 

zbiorczo określane jako neuropeptydy KNDy i uznawane za kluczowe związki 

produkowane i wydzielane przez jądro łukowate podwzgórza (ARC), biorą udział  

w endokrynnej regulacji początku dojrzewania. W związku z powyższym prowadzone 

badania mają również istotny aspekt ekonomiczny w odniesieniu do hodowli zwierząt 

gospodarczych. Dotychczas brakowało jednak danych nt. zależności pomiędzy układem 

neurohormonów KiSS, NKB i Dyn A a czasem inicjacji dojrzewania płciowego u owiec. 

Ponadto, dostępne doniesienia na temat wpływu NKB i Dyn A na wydzielanie 

gonadotropin przez komórki przysadki mózgowej in vitro są nieliczne, niejednoznaczne  

i nie odnoszą się do owiec. Brak też danych o bezpośrednim oddziaływaniu NKB i Dyn A 

na sekrecję KiSS-10 na poziomie przysadki mózgowej owiec w okresie dojrzewania 

płciowego. W związku z powyższym postawiono następujące hipotezy badawcze:  

 

• Istnieje zależność pomiędzy stężeniem kisspeptyny-10, neurokininy B i dynorfiny 

A w osoczu krwi oraz masą ciała owiec a terminem pierwszej owulacji.  

 

• Kisspeptyna-10, neurokinina B oraz dynorfina A oddziałują na wydzielanie 

hormonów gonadotropowych przez komórki przysadki gruczołowej jarek in vitro. 

 

• Neurokinina B i dynorfina A maja wpływ na sekrecję kisspeptyny-10  

przez komórki przysadki gruczołowej jarek w warunkach in vitro.  

 

Weryfikacja powyższych hipotez badawczych wymagała realizacji następujących 

celów szczegółowych takich jak: 

 

1. Analiza zmian stężeń kisspeptyny-10, neurokininy B i dynorfiny A w osoczu krwi  

oraz masy ciała owiec pochodzących z ciąży pojedynczej i mnogiej w okresie  

od czwartego do dziesiątego miesiąca życia. 
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2. Analiza zależności pomiędzy stężeniem kisspeptyny-10, neurokininy B i dynorfiny A  

w osoczu krwi a terminem pierwszej owulacji u owiec pochodzących z ciąży mnogiej, 

predysponowanych do opóźnienia dojrzewania płciowego, oraz u owiec pochodzących  

z ciąży pojedynczej. 

 

3. Określenie wpływu kisspeptyny-10, neurokininy B i dynorfiny A na wydzielanie LH  

i FSH przez komórki przedniego płata przysadki gruczołowej jarek w warunkach in vitro. 

 

4. Analizy wpływu neurokininy B i dynorfiny A na wydzielanie kisspeptyny-10  

przez komórki przedniego płata przysadki gruczołowej jarek in vitro. 
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MATERIAŁY I METODY 

 

Układ doświadczalny 

 

Protokół doświadczenia oraz związane z nim wszystkie procedury zostały 

zatwierdzone przez Lokalną Komisję Etyczną ds. Doświadczeń na Zwierzętach w Lublinie 

(UCHWAŁA NR 65/2023).                 

 

Etap I: Schemat i metodyka doświadczenia w warunkach in vivo 

( publikacja nr 3: Szysiak et al., J Vet Res 2026, 70, 139-147, doi: 10.2478/jvetres-

2026-0010) 

 

Realizacja celu nr 1 i 2. 

 

W badaniu wykorzystano dwadzieścia cztery owce płci żeńskiej rasy Uhruska. 

Pierwsza grupa składała się z jagniąt pochodzących z ciąży pojedynczej (n = 13), 

natomiast druga grupa pochodzących z ciąży bliźniaczej, predysponowanych  

do opóźnionego dojrzewania płciowego (n = 11). Doświadczenie zostało 

przeprowadzone w miesiącach od stycznia do listopada. Zwierzęta były utrzymywane 

w identycznych warunkach środowiskowych i karmione zgodnie z systemem 

żywieniowym francuskiego Institut National de la Recherche Agronomique (zgodnie  

ze statusem fizjologicznym).  

Owce były ważone co 2 tygodnie od urodzenia do ukończenia 10.  miesiąca życia. 

Równocześnie od 6. do 10. miesiąca metodą laparoskopową (R.Wolf Laparoscope) 

monitorowana była aktywność jajników pod kątem obecności, liczby i średnicy 

pęcherzyków jajnikowych i/lub obecności ciałek żółtych. Celem określenia stężenia NKB, 

Dyn A i KiSS-10 po ukończeniu 4., 5., 6., 7., 8., 9. i 10. miesiąca życia, przez 2 godziny  

co 15 minut, pobierana była krew z żyły szyjnej zewnętrznej owiec obu badanych grup 

(Ryc. 2.). Osocze krwi przechowywano w temperaturze − 20 °C do dalszych analiz. 

Stężenia ww. neuropeptydów w osoczu zostały oznaczone metodą ELISA z użyciem 

specyficznych gatunkowo przeciwciał (Sheep NKB ELISA Kit, Sheep Dyn ELISA Kit 

(Sunred Biological Technology, Shanghai, China) oraz KiSS-1 (112–121) 
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Amide/Kisspeptin10/Metastin (45–54) Amide EIA (enzyme immunoassay) Kit (Phoenix 

Pharmaceuticals, Burlingame, CA, USA)).  

Analizę statystyczną przeprowadzono z wykorzystaniem programu Statistica 13.3 

PL (TIBCO, Palo Alto, Kalifornia, USA). Uzyskane dane zaprezentowano jako wartości 

średnie wraz z odchyleniem standardowym (x ± S.D.). W celu weryfikacji istotności różnic  

między parametrami mierzonymi u jagniąt pochodzących z ciąż pojedynczych  

oraz bliźniaczych zastosowano analizę wariancji oraz sparowane testy t-Studenta. 

Zależności pomiędzy badanymi zmiennymi (NKB, KiSS-10 i Dyn A) określono  

na podstawie współczynników korelacji liniowej Pearsona. We wszystkich analizach za 

próg istotności statystycznej przyjęto poziom P ≤ 0,05. 

 

Etap II: Schemat i metodyka doświadczeń w warunkach in vitro 

( publikacja nr 1 i 2: Szysiak et al., J Vet Res 2025, 69, 121–129, doi: 10.2478/jvetres-

2025-0003 oraz Szysiak et al., J Vet Res 2025, 69, 299–304, doi: 10.2478/jvetres-2025-

0026) 

 

Realizacja celu nr 3 i 4 

 

 Przysadki mózgowe zostały pobrane od 10-miesięcznych owiec płci żeńskiej rasy 

Uhruska (n =12 (6 owiec z grupy S oraz 6 z grupy T)) w celu założenia hodowli 

pierwotnych in vitro (Fot. 1, 2, 3). Izolację komórek przeprowadzono wielokrotnie trawiąc 

przysadki 0,25% roztworem trypsyny (16-18 cykli). Po każdym cyklu trawienia komórki 

przemywano trzykrotnie podłożem DMEM zawierającym 0,59% HEPES, 0,1% BSA, 

0,08% glukozy oraz gentamycynę w stężeniu 20 μg/ml, a następnie odwirowywano  

(1200 obr./min, 10 min). Żywotność komórek określano poprzez barwienie błękitem 

trypanu (10 μl zawiesiny komórek + 90 μl 0,4% roztworu błękitu trypanu). Komórki 

przysadki mózgowej zawieszano następnie w medium McCoy'a 5A zawierającym 2,5% 

surowicy cielęcej, 10% surowicy końskiej, 0,59% HEPES, mieszaniny aminokwasów  

i witamin oraz gentamycynę (20 μg/ml) (pH 7,4) (250 000 komórek/ml) oraz umieszczano 

w 24-dołkowych płytkach hodowlanych (1 ml/dołek). Hodowlę przeprowadzano  

w atmosferze 5% CO2 i 95% powietrza, w temperaturze 37°C.  
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W celu określenia wpływu na wydzielanie LH i FSH,  komórki przedniego płata 

przysadki gruczołowej były hodowane w podłożu McCoy’a 5A:  

1) bez hormonów (kontrola); 

2) z KiSS-10 (10−11–10−7 M),  

3) z NKB (10−11–10−7 M),  

4) z Dyn A (10−11–10−7 M) 

Po 4, 12, 24 godzinach zbierano podłoże, a następnie oznaczano stężenie hormonów 

gonadotropowych metodą ELISA z użyciem specyficznych gatunkowo przeciwciał (Sheep 

LH ELISA Kit; Sunred Biological Technology, Shanghai, China oraz Sheep FSH ELISA 

Kit; Sunred Biological Technology, Shanghai, China). Wydzielanie LH i FSH wyrażano 

jako stężenie (mIU/mL) hormonu uwalnianego do medium hodowlanego przez 250 000 

komórek odpowiednio w ciągu 4, 12 i 24 godzin. 

 

W celu określenia wpływu neurokininy B i dynorfiny A na wydzielanie 

kisspeptyny-10, komórki przysadki gruczołowej były hodowane w podłożu McCoy’a 5A:  

1) bez hormonów (kontrola); 

2) z NKB (10−11–10−7 M),  

3) z Dyn A (10−11–10−7 M) 

Po 2, 4, 6, 12, 18, 24 godzinach zbierano podłoże, a następnie oznaczano stężenie 

kisspeptyny-10 metodą ELISA z użyciem specyficznych gatunkowo przeciwciał (KiSS-1 

(112−121) Amide/Kisspeptin10/Metastin (45−54) Amide EIA Kit (Phoenix 

Pharmaceuticals Inc., CA, USA). Wydzielanie KiSS-10 wyrażano jako stężenie (ng/mL) 

hormonu uwalnianego do medium hodowlanego przez 250 000 komórek odpowiednio  

w ciągu 2, 4, 6, 12, 18 i 24 godzin. 

Analizę statystyczną przeprowadzono z wykorzystaniem programu Statistica 13.0 

PL (TIBCO, Palo Alto, CA, USA). Uzyskane dane zaprezentowano jako wartości średnie  

wraz z odchyleniem standardowym (x ± S.D.). Porównania między hodowlami 

kontrolnymi a doświadczalnymi oceniono za pomocą analizy wariancji oraz testów  

t-Studenta. Zależności pomiędzy badanymi zmiennymi (stężeniem KiSS-10  

a wydzielaniem LH lub FSH, stężeniem NKB a wydzielaniem LH lub FSH, stężeniem Dyn 

A a wydzielaniem LH lub FSH, jak również stężeniem NKB lub stężeniem Dyn A  

a wydzielaniem KiSS-10) określono na podstawie współczynników korelacji liniowej 

Pearsona. We wszystkich analizach za próg istotności statystycznej przyjęto poziom  

P ≤ 0,05. 
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Fot. 1. Hodowla komórek przysadki gruczołowej owiec in vitro 12 godzin po izolacji  

(obraz spod mikroskopu odwróconego pola, Olympus CK 40; pow. 400x) (zdjęcie autorskie). 

 

  

        
Fot. 2. Hodowla komórek przysadki mózgowej owiec in vitro 48 godzin po izolacji  

(obraz spod mikroskopu odwróconego pola, Olympus CK 40; pow. 400x).  

Komórki ulegają adhezji do dna studzienki i zaczynają się wzajemnie ze sobą kontaktować  

za pomocą wypustek cytoplazmatycznych (zdjęcie autorskie). 

 

 

                   

Fot. 3. Hodowla komórek przysadki mózgowej owiec in vitro 96 godzin po izolacji  

(obraz spod mikroskopu odwróconego pola, Olympus CK 40; pow. 400x).  

Komórki uległy adhezji do dna studzienki tworząc monowarstwę (zdjęcie autorskie) 
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WYNIKI BADAŃ 

 

Etap 1: Wyniki doświadczenia w warunkach in vivo  

(publikacja nr 3: Szysiak et al., J Vet Res 2026, 70, 139-147, doi: 10.2478/jvetres-

2026-0010)  

 

1.1 Zmiany w masie ciała owiec pochodzących z ciąży pojedynczej oraz bliźniaczej 

 

Średnia masa ciała owiec pochodzących z ciąży pojedynczej (S) w okresie  

od urodzenia do 10-go miesiąca życia była wyższa niż w grupie owiec pochodzących  

z ciąży bliźniaczej (T). Największą procentową różnicę w średniej masie ciała między 

grupami zaobserwowano bezpośrednio po urodzeniu. Dodatkowo, od narodzin  

do ukończenia dziewiątego miesiąca życia stwierdzano spadek procentowej różnicy 

średniej masy ciała między owcami z grupy S i T (Tab. 1.). 

 

 

 

   
Wiek (miesiąc życia) 

  
0 4 5 6 7 8 9 10 

Średnia 

masa ciała  

(kg) 

 ± SD 

S 
5.60 

± 0.6 

32.16 

± 4.6 

34.69 

± 4.1 

35.26 

± 4.2 

37.57 

± 4.2 

37.96 

± 3.9 

39.27 

± 3.8 

40.96 

± 3.9 

T 
4.70 

± 0.5 

29.51 

± 5.1 

31.86 

± 3.2 

33.11 

± 2.9 

35.97 

± 2.9 

36.68 

± 3.1 

38.23 

± 2.7 

39.15 

± 2.6 

Procentowa różnica średniej 

masy ciała (%)  

            między S a T 

16.07 8.24 8.16 6.10 4.26 3.37 2.65 4.42 

  

 

Tab. 1. Średnia masa ciała (kg) (±SD) oraz procentowa różnica średniej masy ciała (%)  

między owcami z grupy S (owce pochodzące z ciąży pojedynczej) oraz T (owce pochodzące  

z ciąży bliźniaczej) w poszczególnych miesiącach życia 

 

 



 

 

 

26 

 

1.2. Zmiany stężenia KiSS-10 w osoczu krwi owiec w okresie dojrzewania płciowego 

Stężenie KiSS-10 w osoczu krwi zmieniało się wraz z wiekiem jarek (Ryc. 3.).  

U owiec pochodzących z ciąży pojedynczej (S) poziom KiSS-10 wzrastał do 8. miesiąca, 

przy czym znaczny (P ≤ 0,05) wzrost odnotowano między 7. a 8. miesiącem. Wartość ta, 

powiązana z zapoczątkowaniem aktywności jajników, była znacząco wyższa (P ≤ 0,05)  

niż w okresie od 4. do 7. miesiąca. U owiec pochodzących z ciąży bliźniaczej (T) 

obserwowano ciągły wzrost poziomu KiSS-10 przez cały okres trwania doświadczenia. 

Najwyższe średnie stężenie KiSS-10 w osoczu stwierdzono po zakończeniu 10. miesiąca 

życia. Wartość stężenia KiSS-10 po ukończeniu 10. miesiąca życia u bliźniąt (95.80  

±7,4 ng/l) była zbliżona do wartości stężenia KiSS-10 u owiec pochodzących z ciąży 

pojedynczej w 8. miesiącu (95.28 ±5,21 ng/l), co w przypadku obu grup było skorelowane 

z rozpoczęciem aktywności jajników. Wykazano dodatnią korelację między stężeniem 

KiSS-10 a wiekiem (r = 0,84 i r = 0,99 dla odpowiednio S i T) owiec. Stwierdzono istotną 

statystycznie (P ≤ 0,05) różnicę w stężeniu KiSS-10 w osoczu między grupami po 8. i 10. 

miesiącu życia, związaną z ujemną korelacją między stężeniem KiSS-10 a wiekiem jarek 

pochodzących z ciąży pojedynczej w tym okresie (Ryc. 3.). 

 

Ryc. 3.  Stężenie kisspeptyny-10 (ng/L) w poszczególnych miesiącach życia owiec (S – owce 

pochodzące z ciąży pojedynczej (n = 13), T – bliźnięta (n = 11)). Wartości przedstawione  

na wykresie to średnie (±SD) stężenia KiSS-10 w osoczu krwi pobieranym od 4. do 10. miesiąca 

życia, co miesiąc, co 15 minut przez 2 godziny.  

* statystycznie istotna różnica między S a T w poszczególnych miesiącach życia (P ≤ 0,05)  

a, b, c, d, e – średnie wartości stężenia KiSS-10 w poszczególnych miesiącach życia oznaczone 

różnymi literami różnią się istotnie statystycznie (P ≤ 0,05) 
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1.3. Zmiany stężenia NKB w osoczu krwi owiec w okresie dojrzewania płciowego 

Podobnie jak w przypadku KiSS-10, stężenie NKB w osoczu zmieniało się  

wraz z wiekiem owiec (Ryc. 4.). U jarek pochodzących z ciąży pojedynczej (S) stężenie 

NKB wzrastało od 4. do 8. miesiąca życia, osiągając najwyższy (P ≤ 0,05) poziom w 8. 

miesiącu. Natomiast u bliźniąt (T) zaobserwowano wzrost stężenia NKB w osoczu od 4. 

do 9. miesiąca życia, przy czym NKB osiągnęła maksymalne stężenie w 9. miesiącu. Do 8. 

miesiąca życia stężenie NKB u S było wyższe w porównaniu z T. Jedynie w 9. i 10. 

miesiącu wykazano odwrotną zależność. Najwyższe stężenie NKB w osoczu krwi 

zaobserwowano w 9. miesiącu (364,70 ±47,52 ng/l) u T i w 8. miesiącu życia u S (384,19 

±38,36 ng/l). Było to skorelowane z rozpoczęciem aktywności jajników w tych grupach. 

Stwierdzono dodatnią korelację między stężeniem NKB w osoczu a wiekiem owiec  

(r = 0,60 i r = 0,87 odpowiednio dla grup S i T). Po ukończeniu 8. miesiąca życia 

stwierdzono istotną statystycznie różnicę (P ≤ 0,05) w stężeniu NKB w osoczu między 

grupami (Ryc. 4.).   

 

Ryc. 4.  Stężenie neurokininy B (ng/L) w pojedynczych miesiącach życia owiec (S – owce 

pochodzące z ciąży pojedynczej (n = 13), T – bliźnięta (n = 11)). Wartości przedstawione  

na wykresie to średnie (±SD) stężenia NKB w osocze krwi pobieranej co miesiąc co 15 minut 

przez 2 godziny.  

*statystycznie istotna różnica (P ≤ 0,05)  

a, b, c – średnie wartości stężenia NKB w poszczególnych miesiącach życia oznaczone różnymi 

literami różnią się istotnie statystycznie (P ≤ 0,05) 
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1.4. Zmiany stężenia Dyn A w osoczu krwi owiec w okresie dojrzewania płciowego 

W przypadku Dyn A, w przeciwieństwie do KiSS-10 oraz NKB, wykazano ujemną 

korelację między stężeniem tego neuropeptydu w osoczu krwi a wiekiem jarek (r = -0,26  

i r = -0,97 odpowiednio dla S i T) (Ryc. 5.) U obu badanych grup owiec (S i T) najwyższe 

poziomy Dyn A obserwowano w 4. i 5. miesiącu życia. U zwierząt z grupy S wykazano 

istotny spadek (P ≤ 0,05) stężenia Dyn A pomiędzy 5. a 6. miesiącem, a najniższe poziomy 

obserwowano w 7. i 8. miesiącu życia. Z kolei u owiec z grupy T średnie stężenie Dyn A 

ulegało obniżeniu, osiągając najniższą wartość w 9. miesiącu. W przeciwieństwie  

do KiSS-10 i NKB, wartości stężeń Dyn A były niższe w grupie S w porównaniu do grupy 

T pomiędzy 4. a 8. miesiącem życia. Jedynie w 9. i 10. miesiącu stężenia Dyn A w grupie 

S były wyższe niż w grupie T. Nie wykazano istotnych różnic między stężeniami Dyn A  

u S i T w poszczególnych miesiącach życia. Nie stwierdzono również istotnej korelacji 

między zmianami stężenia Dyn A w osoczu zarówno w grupie S jak i T wraz z wiekiem  

(r = 0,30) (Ryc. 5.).   

 

 

Ryc. 5. Stężenie dynorfiny A (ng/L) w pojedynczych miesiącach życia owiec (S – owce 

pochodzące z ciąży pojedynczej (n = 13), T – bliźnięta (n = 11)). Wartości przedstawione  

na wykresie to średnie (±SD) stężenia Dyn w osocze krwi pobieranym co miesiąc co 15 minut 

przez 2 godziny.  

a, b – średnie wartości stężenia Dyn A w poszczególnych miesiącach życia oznaczone różnymi 

literami różnią się istotnie statystycznie (P ≤ 0,05) 
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1.5. Zależności między zmianami stężeń KiSS-10, NKB i Dyn A w osoczu krwi owiec  

w okresie dojrzewania płciowego 

 

Stwierdzono dodatnią korelację między zmianami stężenia KiSS-10 i NKB  

(r = 0.86 oraz r = 0.89, odpowiednio dla S i T), jednocześnie wykazując ujemną korelację  

między stężeniami KiSS-10 i Dyn A (r = -0.55 oraz r = -0.98, odpowiednio dla S i T)  

oraz między NKB i Dyn A (r = -0.89 oraz r = -0.94, odpowiednio dla S i T) w osoczu krwi 

a wiekiem (4.–10. miesiąca życia) owiec obu badanych grup (Tab. 2., Ryc. 6., 7.). 

 

 

 

  KiSS-10 NKB Dyn A 

S 

KiSS-10 − 0.86 -0.55 

NKB 0.86 − -0.89 

DynA -0.55 -0.89 − 

     

T 

KiSS-10 − 0.89 -0.98 

NKB 0.89 − -0.94 

DynA -0.98 -0.94 − 

 
 

Tab. 2. Współczynnik korelacji Pearsona (r) (P ≤ 0,05) między stężeniami KiSS-10  

(kisspeptyna-10), NKB (neurokinina B) i/lub Dyn A (dynorfina A) w osoczu krwi owiec 

pochodzących z ciąży pojedynczej (S) i mnogiej (T) (4.-10. miesiąca życia). 
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Ryc. 6. Zmiany w stężeniach kisspeptyny-10 (KiSS-10), neurokininy B (NKB) i dynorfiny A  

(Dyn A) w osoczu krwi owiec pochodzących z ciąży pojedynczej od 4. do 10. miesiąca życia. 

 

 

 

Ryc. 7. Zmiany w stężeniach kisspeptyny-10 (KiSS-10), neurokininy B (NKB) i dynorfiny A  

(Dyn A) w osoczu krwi owiec pochodzących z ciąży mnogiej od 4. do 10. miesiąca życia. 
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Etap 2: Wyniki doświadczeń w warunkach in vitro  

(publikacja nr 1 i 2: Szysiak et al., J Vet Res 2025, 69, 121–129, doi: 10.2478/jvetres-2025-

0003 oraz Szysiak et al., J Vet Res 2025, 69, 299–304, doi: 10.2478/jvetres-2025-0026) 
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2.1. Wpływ KiSS-10 na wydzielanie LH przez komórki przysadki gruczołowej jarek 

in vitro 

Oddziaływanie KiSS-10 na wydzielanie LH uzależnione było od czasu trwania 

doświadczenia oraz stężenia tego neuropeptydu w podłożu hodowlanym (10−11–10−7 M) 

(Ryc. 8.). KiSS-10 w stężeniu 10−11–10−8 M powodowała wzrost wydzielania LH  

w porównaniu z kontrolą przez cały czas trwania doświadczenia. Największe wydzielanie 

LH wykazano po 24 godz. ekspozycji komórek na 10−8 M KiSS-10. Wartość ta była 

istotnie wyższa (P ≤ 0,05) w porównaniu z kontrolą. Jednak w najwyższym zastosowanym 

stężeniu (10−7 M) KiSS-10 powodowała spadek sekrecji LH w  porównaniu z kontrolą  

i pozostałymi hodowlami. Istotnie wyższe (P ≤ 0,05) wydzielanie LH zaobserwowano  

po 12 i 24 godzinach w stężeniach 10−11–10−8 M KiSS-10 w porównaniu z 10−7 M. Wyniki 

wykazały wysoką lub bardzo wysoką ujemną korelację między stężeniem KiSS-10 (10−11–

10−7 M) a wydzielaniem LH z komórek przysadki gruczołowej (r = −0,76, r = −0,96  

i r = −0,91 odpowiednio po 4, 12 i 24 godzinach). Dodatnią korelację między stężeniami 

KiSS-10 a wydzielaniem LH stwierdzono tylko w zakresie stężeń 10−11–10−8 M (r = 0,90,  

r = 0,99 i r = 0,96 odpowiednio po 4, 12 i 24 godzinach) (Ryc. 8.). 

 

Ryc. 8. Wpływ kisspeptyny-10 (10−11–10−7 M) na wydzielanie hormonu luteinizującego (LH)  

z komórek przysadki owiec in vitro 

a, b, c – średnie wartości uzyskane w określonym czasie inkubacji oznaczone różnymi literami 

różnią się istotnie statystycznie (P ≤ 0,05) 
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2.2. Wpływ KiSS-10 na wydzielanie FSH przez komórki przysadki gruczołowej jarek 

in vitro 

Kisspeptyna-10 we wszystkich zastosowanych stężeniach (10−11–10−7 M) 

spowodowała wzrost wydzielania FSH w porównaniu z kontrolą w trakcie całego okresu 

doświadczenia (Ryc. 9.). Statystycznie istotny (P ≤ 0,05) wzrost wydzielania FSH 

zaobserwowano po 12 i 24 godzinach przy stężeniu 10−9 M w porównaniu z kontrolą. 

Jednak ekspozycja komórek na 10−7 M KiSS-10 spowodowała nieznaczny spadek 

wydzielania FSH w porównaniu do niższych zastosowanych stężeń. Wyniki wykazały 

ujemną korelację między stężeniem KiSS-10 (10−11–10−7 M) a wydzielaniem FSH  

z komórek przysadki gruczołowej (r = −0,81, r = −0,43 i r = −0,59 odpowiednio po 4, 12  

i 24 godzinach) (Ryc. 9.). 

 

Ryc. 9. Wpływ kisspeptyny-10 (10−11–10−7 M) na wydzielanie hormonu folikulotropowego (FSH)  

z komórek przysadki owiec in vitro 

a, b – średnie wartości uzyskane w określonym czasie inkubacji oznaczone różnymi literami różnią 

się istotnie statystycznie (P ≤ 0,05) 
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2.3. Wpływ NKB na wydzielanie LH przez komórki przysadki gruczołowej jarek  

in vitro 

 

Oddziaływanie NKB na wydzielanie LH, podobnie jak wpływ KiSS-10,  

było uzależnione od jej stężenia w podłożu hodowlanym i czasu trwania doświadczenia  

(Ryc. 10.). NKB we wszystkich zastosowanych dawkach miała stymulujący wpływ  

na wydzielanie LH w porównaniu do kontroli. Wykazano wzrost wydzielania LH  

pod wpływem NKB w stężeniach 10−10–10−7 M po 4, 12, 24 godz. Najsilniejsze działanie 

pobudzające (P ≤ 0,05) zaobserwowano po 12- i 24-godzinnej ekspozycji na 10−8 M NKB. 

Statystycznie istotnie wyższe (P ≤ 0,05) wydzielanie LH pod wpływem NKB stwierdzono 

przy stężeniu 10−8–10−7 M (po 12 godz.) i 10−8 M (po 24 godz.) w porównaniu  

ze stężeniem 10−11 M. Wykazano umiarkowaną dodatnią oraz słabą dodatnią korelację 

między stężeniem NKB (10−11–10−7 M) a wydzielaniem LH z komórek przysadki 

gruczołowej (r = 0,48, r = 0,45 i r = 0,37 odpowiednio po 4, 12 i 24 godzinach) (Ryc. 10). 

 

 

 

Ryc. 10. Wpływ neurokininy B (10−11–10−7 M) na wydzielanie hormonu luteinizującego (LH)  

z komórek przysadki owiec in vitro 

a, b – średnie wartości uzyskane w określonym czasie inkubacji oznaczone różnymi literami różnią 

się istotnie statystycznie (P ≤ 0,05) 
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2.4. Wpływ NKB na wydzielanie FSH przez komórki przysadki gruczołowej jarek  

in vitro 

 

 

Ekspozycja komórek na NKB we wszystkich zastosowanych stężeniach (10−11–10−7 

M) spowodowała wzrost wydzielania FSH w trakcie całego okresu doświadczenia  

w porównaniu z kontrolą (Ryc. 11.). Najbardziej znaczący efekt stymulujący wydzielanie 

FSH stwierdzono po 4, 12 i 24 godzinach przy stężeniu NKB wynoszącym 10−7 M. 

Wydzielanie hormonu folikulotropowego osiągnęło maksimum po 12 i 24 godzinach 

ekspozycji komórek na najwyższe stężenie NKB (10−7 M). Wartość ta była istotnie wyższa 

(P ≤ 0,05) w porównaniu z kontrolą i pozostałymi hodowlami. Stwierdzono bardzo wysoką 

oraz wysoką dodatnią korelację między stężeniem NKB (10−11–10−7 M) a wydzielaniem 

FSH z komórek przysadki gruczołowej (r = 0,89, r = 0,90 i r = 0,73 odpowiednio po 4, 12  

i 24 godzinach) (Ryc. 11.). 

 

 

 

Ryc. 11. Wpływ neurokininy B (10−11–10−7 M) na wydzielanie hormonu folikulotropowego (FSH)  

z komórek przysadki owiec in vitro 

a, b – średnie wartości uzyskane w określonym czasie inkubacji oznaczone różnymi literami różnią 

się istotnie statystycznie (P ≤ 0,05) 
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2.5. Wpływ Dyn A na wydzielanie LH przez komórki przysadki gruczołowej jarek in 

vitro 

Oddziaływanie Dyn A na wydzielanie LH było uzależnione od czasu ekspozycji  

i stężenia tego neuropeptydu w podłożu hodowlanym (Ryc. 12.). Ekspozycja komórek  

na Dyn A w stężeniach 10−10–10−7 M spowodowała istotny (P ≤ 0,05) wzrost wydzielania 

LH w porównaniu z kontrolą. Sekrecja LH osiągnęła maksymalny poziom po 24 

godzinach w odpowiedzi na 10−8 M Dyn A. Nie wykazano jednak istotnych różnic między 

poziomami wydzielania LH pod wpływem różnych stężeń Dyn A (10−11–10−7 M)  

w poszczególnych punktach czasowych. Nie stwierdzono także istotnych zależności 

pomiędzy stężeniem Dyn A (10−11–10−7 M) a wydzielaniem LH (r = −0,24, r = 0,17  

i r = 0,26 odpowiednio po 4, 12 i 24 godz.) (Ryc. 12.). 

 

 

 

Ryc. 12. Wpływ dynorfiny A (10−11–10−7 M) na wydzielanie hormonu luteinizującego (LH)  

z komórek przysadki owiec in vitro 

a, b – średnie wartości uzyskane w określonym czasie inkubacji oznaczone różnymi literami różnią 

się istotnie statystycznie (P ≤ 0,05) 
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2.6. Wpływ Dyn A na wydzielanie FSH przez komórki przysadki gruczołowej jarek in 

vitro 

 

Ekspozycja komórek na Dyn A we wszystkich zastosowanych stężeniach (10−11–10−7 

M) spowodowała wzrost wydzielania FSH w trakcie całego okresu doświadczenia  

w porównaniu z kontrolą (Ryc. 13.). Znaczący efekt (P ≤ 0,05) zaobserwowano  

przy stężeniach 10−11–10−9 M po 4, 12, 24 godz. Najsilniejsze działanie stymulujące  

(P ≤ 0,05) wykazano po 24 godzinach przy stężeniu 10−11 M Dyn A. Wykazano 

umiarkowaną ujemną korelację między stężeniem Dyn A (10−11–10−7 M) a wydzielaniem 

FSH z komórek przysadki mózgowej (r = −0,50, r = −0,57 i r = −0,57 odpowiednio po 4, 

12 i 24 godzinach) (Ryc. 13.). 

 

 

 

Ryc. 13. Wpływ dynorfiny A (10−11–10−7 M) na wydzielanie hormonu folikulotropowego (FSH)  

z komórek przysadki owiec in vitro 

a, b, c – średnie wartości uzyskane w określonym czasie inkubacji oznaczone różnymi literami 

różnią się istotnie statystycznie (P ≤ 0,05) 
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2.7. Wpływ NKB na wydzielanie KiSS-10 przez komórki przysadki gruczołowej jarek 

in vitro 

 

Oddziaływanie NKB na wydzielanie KiSS-10 przez komórki przysadki 

gruczołowej zależał od czasu ekspozycji i jej stężenia w podłożu hodowlanym (10-11 − 10-7 

M) (Ryc. 15.). NKB w stężeniach 10-10−10-7 M spowodowała zwiększone wydzielanie 

KiSS-10 w trakcie całego czasu trwania doświadczenia w porównaniu z kontrolą. 

Znaczący wpływ NKB (P ≤ 0,05) na KiSS-10 wykazano po 6−24 godz. w stężeniu 10-8 M 

oraz po 24 godz. w stężeniu 10-7 M. Wydzielanie KiSS-10 osiągnęło maksimum  

po 24-godzinnej ekspozycji komórek na NKB w stężeniu 10-8 M. Wartość ta była istotnie 

statystycznie wyższa (P ≤ 0,05) w porównaniu z kontrolą i z innymi hodowlami z NKB. 

Wykazano umiarkowaną dodatnią korelację między stężeniem NKB w zakresie 10-11 – 10-7 

M i NKB 10-11 – 10-8 M  a wydzielaniem KiSS-10 po 2 godzinach (odpowiednio r = 0,40, 

r = 0,55). Po 4, 6, 12, 18 i 24 godz. stwierdzono bardzo wysoką lub doskonałą dodatnią 

korelację pomiędzy 10-11 – 10-8 M NKB a sekrecją KiSS-10 (odpowiednio r = 0,89,  

r = 0,93, r = 0,99, r = 1,0, r = 1,0) (Ryc. 14.). 

  

Ryc. 14.  Wpływ neurokininy B (10-11 − 10-7 M) na wydzielanie kisspeptyny-10 z komórek 

przysadki gruczołowej owiec in vitro; * − statystycznie istotna różnica (P ≤ 0,05) w porównaniu  

do grupy kontrolnej w tym samym punkcie czasowym 
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2.8. Wpływ Dyn A na wydzielanie KiSS-10 przez komórki przysadki gruczołowej 

jarek in vitro 

 

Dyn A nie wykazywała znaczącego wpływu na wydzielanie KiSS-10  

we wszystkich zastosowanych stężeniach (10-11 − 10-7 M) przez cały czas trwania 

doświadczenia (Ryc. 16.). Natomiast neuropeptyd ten w stężeniu 10-10 M spowodował 

niewielki wzrost KiSS-10 po 12, 18, 24 godz., a w stężeniu 10-9 − 10-8 M po 24 godz.  

w porównaniu z kontrolą i pozostałymi hodowlami. Stwierdzono umiarkowaną dodatnią 

korelację między stężeniem Dyn A (10-11 − 10-7 M) a wydzielaniem KiSS-10 po 6 godz.  

(r = 0,42), słabą ujemną oraz umiarkowaną ujemną korelację po 12 i 18 godz. 

(odpowiednio r = -0,37, r = -0,43), a także wysoką ujemną korelację po 24 godz.  

(r = - 0,72) (Ryc. 15.). 

 

 

 

 

 

Ryc. 15.  Wpływ dynorfiny A (10-11 − 10-7 M) na wydzielanie kisspeptyny-10 z komórek 

przysadki gruczołowej owiec in vitro 
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DYSKUSJA 

Dojrzewanie płciowe jest złożonym, wieloczynnikowym procesem 

neuroendokrynnym prowadzącym do uzyskania zdolności rozrodczej. U owiec termin 

osiągnięcia dojrzałości płciowej jest modulowany przez wiele czynników  

m. in. genetycznych, żywieniowych, metabolicznych i środowiskowych, a opóźnione 

dojrzewanie stwierdzane jest głównie u jagniąt pochodzących z ciąży mnogiej  

lub od matek o wysokiej, wynikającej z otłuszczenia, masie ciała (Abadjieva i in. 2011, 

Castellano i in. 2005, Kosior -Korzecka i in. 2012, Rosales Nieto C.A. i in. 2013, Rosales 

Nieto C.A. i in. 2014, Seminara i in. 2003, Tolson i in. 2012). Chociaż dokładne 

mechanizmy leżące u podstaw zapoczątkowania dojrzewania nadal nie są w pełni poznane,  

coraz więcej danych wskazuje, że kisspeptyna (KiSS), neurokinina B (NKB) i dynorfina A 

(Dyn A) odgrywają kluczową rolę regulacyjną w tym procesie (Backholer i in. 2010, 

Bedenbaugh i in. 2020, Li i in. 2020, Navarro 2013, Pinilla i in. 2012, Weems i in. 2018).  

Spośród trzech neuropeptydów KNDy rola KiSS w kontroli funkcji rozrodczych 

jest najlepiej udokumentowana. Liczne badania wykazały, że KiSS stymuluje wydzielanie 

gonadotropin głównie poprzez mechanizmy zależne od GnRH. Centralne podanie KiSS-1 

zwiększa stężenie LH w osoczu u samic szczura przed osiągnięciem dojrzałości płciowej 

(Navarro i in. 2004), natomiast KiSS podana dokomorowo u owiec stymuluje wydzielanie 

LH w okresie anestrus (Nestor i in. 2012). Dożylna injekcja KiSS-10 nasila wydzielanie 

LH u jagniąt przed osiągnięciem dojrzałości płciowej (Wang i in. 2012). Badania in vitro 

wskazują, że KiSS-10 stymuluje wydzielanie GnRH i może w konsekwencji zwiększać 

wydzielanie FSH przez komórki przedniego płata przysadki (Kosior-Korzecka i in. 2014). 

Wykazanie ekspresji GPR54 w przednim płacie przysadki dodatkowo wspiera hipotezę,  

że KiSS może działać bezpośrednio na poziomie przysadki, niezależnie od wpływu 

podwzgórza (Luque i in. 2011, Richard i in. 2009). Co więcej, wyniki badań 

przeprowadzonych w warunkach in vitro, uzyskane podczas realizacji pracy doktorskiej,  

są zgodne z tą koncepcją. W komórkach przysadki gruczołowej izolowanych od jarek  

w okresie dojrzewania płciowego KiSS-10 zwiększała wydzielanie zarówno LH,  

jak i FSH, przy czym najsilniejszą odpowiedź LH obserwowano po 24 godzinach  

przy stężeniu 10−8 M, a najwyższe wydzielanie FSH po 12–24 godzinach przy stężeniu 

10−9 M (publikacja nr 1). Obserwacje te są zgodne z wcześniejszymi doniesieniami, 

wskazującymi na bezpośredni stymulujący wpływ KiSS-10 na aktywność komórek 

gonadotropowych przysadki świń oraz bydła (Suzuki i in. 2008). Łącznie dane te 
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wskazują, że KiSS może uczestniczyć w aktywacji dojrzewania płciowego nie tylko  

na poziomie podwzgórza, poprzez pobudzanie neuronów GnRH, lecz również 

bezpośrednio na poziomie przysadki. Ponadto, taką interpretację potwierdzają  

także wyniki naszego doświadczenia przeprowadzonego w warunkach in vivo (publikacja 

nr 3). Stężenie KiSS-10 w osoczu zwiększało się wraz z wiekiem zarówno w grupie owiec 

pochodzących z ciąży pojedynczej, jak i mnogiej. Jednak u jarek pochodzących z ciąży 

pojedynczej najwyższe stężenia KiSS-10 obserwowano wcześniej niż u owiec 

pochodzących z ciąży mnogiej. Wyniki zrealizowanego doświadczenia pokazują,  

że wzrost stężenia KiSS-10 w osoczu krwi jest związany z początkiem cyklicznej 

aktywności jajników. Opóźniony wzrost stężenia KiSS-10 u owiec pochodzących z ciąży 

mnogiej może zatem odzwierciedlać opóźniony proces aktywacji osi rozrodczej. Podobne 

obserwacje u ludzi, w tym podwyższone stężenie KiSS w osoczu podczas 

zapoczątkowania tego procesu, potwierdzają koncepcję, że KiSS jest kluczowym 

markerem i mediatorem dojrzewania płciowego (De Roux i in. 2003, Messager i in. 2005, 

Yang i in. 2015). 

NKB to kolejny kluczowy element układu KNDy, powszechnie uznawanego  

za nadrzędny regulator generowania pulsów GnRH. Na poziomie podwzgórza NKB działa 

przez receptory NK3, stymulując aktywność neuronów KNDy i ułatwiając zależną  

od kisspeptyny aktywację wydzielania GnRH (Aerts i in. 2021, Bedenbaugh i in. 2020, 

Billings i in. 2010). Badania przeprowadzone na owcach, szczurach i naczelnych 

wykazały, że senktyd, agonista NK3R, stymuluje wydzielanie LH (Billings i in. 2010, 

Nestor i in. 2012, Navarro i in. 2010, Terasawa i in. 2018), natomiast mutacje w genach 

TAC3 lub TACR3 u ludzi prowadzą do hipogonadyzmu hipogonadotropowego oraz braku 

rozpoczęcia dojrzewania płciowego (Topaloglu i in. 2009). Wyniki te podkreślają 

podstawowe znaczenie NKB w inicjacji funkcji rozrodczych. Badania zrealizowane  

w ramach pracy doktorskiej potwierdzają koncepcję, że NKB wywiera również 

bezpośrednie działanie na przysadkę. Ekspozycja komórek przedniego płata przysadki 

gruczołowej owiec na NKB w warunkach in vitro zwiększała wydzielanie LH i FSH  

przez cały czas trwania doświadczenia, przy czym najsilniejszą odpowiedź LH 

obserwowano po 24 godzinach przy stężeniu 10−8 M, a najwyższe wydzielanie FSH po  

24 godzinach przy stężeniu 10−7 M (publikacja nr 1). Co istotne, NKB stymulowała 

również wydzielanie KiSS-10 przez komórki przysadki gruczołowej owiec, szczególnie  

przy stężeniach 10−10–10−7 M, a największy efekt obserwowano po 24 godzinach  

przy stężeniu 10−8 M (publikacja nr 2). Wyniki te pokazują, że NKB może nasilać 
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wydzielanie gonadotropin nie tylko bezpośrednio, ale także pośrednio, poprzez stymulację 

wydzielania KiSS-10 w przysadce. Wcześniejsze badania ograniczały się głównie do ryb  

i syntetycznych linii komórek przysadki, nasze wyniki dostarczają nowych argumentów 

przemawiających za rolą NKB na poziomie przysadki u wyższych kręgowców (Mijiddorj  

i in. 2012, Mizrahi i in. 2019, Mun i in. 2022). Profil NKB obserwowany in vivo w naszym 

badaniu jest zgodny z tą interpretacją. Stężenie NKB w osoczu wzrastało stopniowo  

wraz z wiekiem, osiągając wartości maksymalne wcześniej u owiec pochodzących z ciąży 

pojedynczej, a później u bliźniąt, co odzwierciedlało zmiany zależne od wieku 

obserwowane dla KiSS-10 (publikacja nr 3). Ponadto dodatnia korelacja pomiędzy 

stężeniami NKB i KiSS-10 w osoczu potwierdza koncepcję ścisłej zależności tych 

neuropeptydów w okresie dojrzewania płciowego. 

W przeciwieństwie do KiSS-10 i NKB, Dyn A jest zwykle uznawana za hamujący 

czynnik układu KNDy. Poprzez aktywację receptorów κ-opioidowych Dyn A hamuje 

częstotliwość pulsów GnRH, a tym samym ogranicza wydzielanie gonadotropin (Merkley  

i in. 2012, Navarro i in. 2009, Pinilla i in. 2012). Badania przeprowadzone na owcach  

i szczurach wskazują, że osłabienie sygnalizacji Dyn A na poziomie podwzgórza, zwiększa 

sekrecję LH, szczególnie przed okresem osiągnięcia dojrzałości płciowej, co sugeruje,  

że hamowanie zależne od Dyn A jest istotnym mechanizmem utrzymującym wyciszenie 

osi HPG (Lopez i in 2016, Nakahara i in. 2013, Weems i in. 2018). Wyniki in vivo 

uzyskane podczas realizacji pracy doktorskiej potwierdzają tę hipotezę. Stężenia Dyn A  

w osoczu były najwyższe we wcześniejszych miesiącach życia i obniżały się w okolicach 

osiągania dojrzałości płciowej. Najniższe wartości stężenia Dyn A stwierdzono w okresie 

inicjacji aktywności jajników, gdy stężenia KiSS-10 i NKB były najwyższe. Ponadto 

wykazano ujemne korelacje między stężeniami Dyn A i KiSS-10 oraz między Dyn A  

i NKB (publikacja nr 3). Uzyskane wyniki sugerują, że zmniejszanie się hamującego 

wpływu Dyn A może być istotnym elementem w zapoczątkowaniu aktywności rozrodczej, 

podczas gdy utrzymywanie się stężenia tego neuropeptydu na wyższym poziomie może 

sprzyjać opóźnionemu dojrzewaniu płciowemu. Badania, przeprowadzone w warunkach  

in vitro, wykazały, iż Dyn A zwiększała wydzielanie LH i FSH przez komórki przysadki 

gruczołowej owiec, mimo że nie wywierała istotnego wpływu na wydzielanie KiSS-10 

(publikacja nr 1 i 2). Powyższe doniesienia mogą wydawać się niezgodne z danymi 

wskazującymi na hamującą rolę Dyn A, klasycznie przypisywaną jej na poziomie 

podwzgórza. Jednak ta pozorna rozbieżność najprawdopodobniej odzwierciedla zależne  

od miejsca działania różnice w efektach biologicznych tego neuropeptydu. Podczas  
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gdy Dyn A hamuje centralne generowanie pulsów GnRH, może wywierać bezpośredni 

efekt stymulujący na komórki gonadotropowe przysadki mózgowej. Brak wpływu na 

przysadkowe wydzielanie KiSS-10 sugeruje, że działanie to jest niezależne od lokalnego 

pośrednictwa kisspeptyny. Oznacza to, że biologiczna rola Dyn A w obrębie osi rozrodczej 

w znacznym stopniu może zależeć od poziomu anatomicznego, na którym działa.  

Uzyskane wyniki badań wskazują, że KiSS-10, NKB i Dyn A uczestniczą  

w regulacji dojrzewania płciowego u owiec poprzez mechanizmy komplementarne,  

ale odrębne. KiSS-10 i NKB wydają się pełnić przede wszystkim funkcję czynników 

stymulujących związanych z aktywacją czynności jajników, działając nie tylko poprzez 

szlaki podwzgórzowe, ale potencjalnie również poprzez bezpośrednie mechanizmy 

przysadkowe. Dyn A in vivo wydaje się wywierać głównie hamujący wpływ przed 

rozpoczęciem aktywności rozrodczej, zachowując jednocześnie zdolność  

do bezpośredniego pobudzania wydzielania gonadotropin na poziomie przysadki. 

Równowaga pomiędzy sygnałami stymulującymi i hamującymi może zatem stanowić 

jeden z kluczowych czynników determinujących moment osiągnięcia dojrzałości płciowej. 

Obserwacje te są szczególnie istotne z punktu widzenia patomechanizmu opóźnionego 

dojrzewania płciowego. U jarek, predysponowanych do opóźnionego dojrzewania 

płciowego, wzrost stężeń KiSS-10 i NKB w osoczu w dalszym terminie,  

wraz z późniejszym spadkiem stężenia Dyn A, sugeruje zmieniony czas sygnalizacji 

związanej z układem KiSS-10, NKB, Dyn A w obrębie osi HPO. Analogiczne 

nieprawidłowości szlaków KiSS-10 i NKB są opisywane w zaburzeniach pokwitania  

u kobiet, w związku z tym model owczy może dostarczać użytecznych informacji 

dotyczących neuroendokrynnych podstaw opóźnionego dojrzewania płciowego  

oraz następczych zaburzeń funkcji rozrodczych (Topaloglu i in. 2009, Yang i in. 2015, 

Young i in. 2010). Należy jednak uwzględnić kilka ograniczeń. Chociaż związek czasowy 

między zmianami stężeń krążących neuropeptydów a aktywacją jajników jest 

przekonujący, stężenia w osoczu nie odzwierciedlają bezpośrednio lokalnego wydzielania 

GnRH w podwzgórzu ani gonadotropin w przysadce. Ponadto mechanizmy łączące 

ogólnoustrojowe profile KiSS-10, NKB, Dyn A z generowaniem pulsów GnRH pozostają 

niewyjaśnione. Przyszłe badania powinny zatem łączyć wpływ neuropeptydów KNDy  

z bezpośrednią oceną pulsacyjnego wydzielania GnRH/LH, ekspresją ich receptorów oraz 

lokalnej syntezy KiSS-10, NKB oraz Dyn A w podwzgórzu. Dalsze analizy są także 

konieczne, aby ustalić, czy NKB wywiera stymulujący wpływ na wydzielanie 
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gonadotropin za pośrednictwem przysadkowej KiSS-10, oraz by wyjaśnić mechanizm, 

poprzez który Dyn A nasila wydzielanie LH i FSH na poziomie przysadki. 

Podsumowując, uzyskane wyniki badań potwierdzają koncepcję, że KiSS-10, NKB 

i Dyn A stanowią integralne elementy sieci neuroendokrynnej kontrolującej dojrzewanie 

płciowe u owiec. Zapoczątkowanie tego procesu było związane ze wzrostem stężeń  

KiSS-10 i NKB w osoczu oraz spadkiem stężenia Dyn A in vivo, natomiast wyniki badań 

in vitro wskazują, że KiSS-10 i NKB bezpośrednio stymulują wydzielanie gonadotropin 

przez komórki przedniego płata przysadki, jak również NKB dodatkowo nasila 

wydzielanie KiSS-10 przez komórki przysadki gruczołowej. Pomimo, iż w przypadku Dyn 

A występowała odwrotna zależność między jej stężeniem w osoczu krwi a wiekiem, 

neuropeptyd ten może wywierać bezpośredni stymulujący wpływ na wydzielanie 

gonadotropin na poziomie przysadki gruczołowej w warunkach in vitro, prawdopodobnie 

niezależnie od KiSS-10. Uzyskane wyniki wskazują, że wzajemne odziaływanie 

neuropeptydów KNDy na poziomie przysadki, podobnie jak na poziomie podwzgórza, 

istotnie wpływa na zapoczątkowanie aktywności rozrodczej owiec, a także może odgrywać 

ważną rolę w patomechanizmie opóźnionego dojrzewania płciowego. 
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WNIOSKI 

1. U owiec pochodzących z ciąży pojedynczej zapoczątkowanie aktywności jajników 

miało miejsce 8 tygodni wcześniej (8. miesiąc życia) niż w przypadku owiec 

pochodzących z ciąży mnogiej (10. miesiąc życia). Inicjacja aktywności rozrodczej 

związana była ze wzrostem stężenia KiSS-10 do wartości 95.28 ±5,21 ng/l u owiec 

pochodzących z ciąży pojedynczej oraz 95.80 ±7,4 ng/l u owiec pochodzących z ciąży 

mnogiej oraz ze wzrostem stężenia NKB do wartości 384,19 ±38,36 ng/l w grupie S 

oraz 364,70 ±47,52 ng/l w grupie T ( na 4 tygodnie przed rozpoczęciem aktywności 

rozrodczej), a także obniżeniem stężenia Dyn A w osoczu krwi owiec obu badanych 

grup (50,54 ±4,59 ng/l oraz 52,63 ±9,54 ng/l, odpowiednio dla S i T). 

2. U owiec pochodzących z ciąży pojedynczej i bliźniaczej wykazano dodatnią korelację 

pomiędzy zmianami stężenia KiSS-10 i NKB (r = 0.86 oraz r = 0.89, odpowiednio dla 

S i T) w osoczu krwi wraz z wiekiem (od 4. do 10. miesiąca życia), natomiast ujemną 

korelację stwierdzono pomiędzy KiSS-10 i Dyn A (r = -0.55 oraz r = -0.98, 

odpowiednio dla S i T) oraz między NKB i Dyn A (r = -0.89 oraz r = -0.94, 

odpowiednio dla S i T) w tych samych warunkach.  

3. Średnia masa ciała owiec pochodzących z ciąży pojedynczej w okresie od urodzenia  

do 10-go miesiąca życia była wyższa niż w grupie owiec pochodzących z ciąży 

bliźniaczej.  

4. KiSS-10, NKB i Dyn A wykazują bezpośredni wpływ na wydzielanie gonadotropin  

przez komórki przysadki gruczołowej owiec w warunkach in vitro. KiSS-10  

w stężeniach 10-11-10-8 M oraz 10-11-10-7 M powodują odpowiednio wzrost wydzielania 

LH i FSH po 4, 12, 24 godz. doświadczenia w porównaniu z grupą kontrolną. NKB  

i Dyn A we wszystkich zastosowanych stężeniach (10-11-10-7 M) pobudzają wydzielanie 

zarówno LH, jak i FSH. 

5. W przypadku NKB, w przeciwieństwie do Dyn A, stwierdzono istotny statystycznie  

(P ≤ 0,05) pobudzający wpływ na wydzielanie KiSS-10 z komórek przysadki 

gruczołowej owiec ( w stężeniu 10-8 M po 6, 12, 18, 24 godz. oraz w stężeniu 10-7 M 

po 24 godz.). 
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Abstract 

Introduction: The hypothalamic neuropeptides kisspeptin-10 (KiSS-10), neurokinin B (NKB), and dynorphin A (Dyn A) 

play roles in the endocrine regulation of the hypothalamic–pituitary–ovarian (HPO) axis in puberty. Livestock’s timely attainment 

of sexual maturity increases reproductive efficiency and raises profitability. The pituitary relationship between these neuropeptides 

and gonadotropins in puberty in ewes being undercharacterised. The aim of the study was to analyse their direct effect on 

gonadotropin secretion by pituitary cells isolated from pubescent ewes. Material and Methods: Cells were incubated in McCoy’s 

5A medium, either without neuropeptides (as the control) or with 10−11, 10−10, 10−9, 10−8 and 10−7 M of KiSS-10, NKB and Dyn 

A. After 4, 12 and 24 h, the luteinising hormone (LH) and follicle-stimulating hormone (FSH) concentrations were analysed by 

ELISA using species-specific antibodies. Results: Greater LH and FSH secretion was observed after the 4–24 h exposure to 

respective 10−11–10−8 M and 10−11–10−7 M concentrations of KiSS-10. Moreover, NKB and Dyn A applied in the concentration 

range elevated the secretion of both LH and FSH throughout the experiment. Dynorphin A had the most significant effect on 

gonadotropin secretion at all the concentrations used. In contrast, the most pronounced dose-dependent neuropeptide effect 

throughout the experiment on the FSH secretion was attributed to NKB. Conclusion: Kisspeptin-10, NKB and Dyn A had a direct 

impact on gonadotropin secretion by ovine pituitary cells. However, a detailed explanation of their role in gonadotropin secretion 

by the anterior pituitary gland in sheep and of their impact on the regulation of the HPO axis during sexual maturation or in the 

pathomechanism of delayed puberty require further studies. 

 

Keywords: neurokinin B, dynorphin A, kisspeptin, gonadotropin, puberty. 

 

 

Introduction 

Puberty is a multifactorial and complex process in 

animal development resulting in the attainment of the 

reproductive capacity needed for species survival. It is 

known that there are many internal and external factors 

controlling it, among others achievement of appropriate 

age and weight, metabolic state, photoperiod, susceptibility 

to stress, and nutrition (32). In the case of livestock, 

timely attainment of sexual maturity contributes to 

increased reproductive efficiency, which leads to higher 

profitability. Any deviation in the maturation process 

has its negative consequences for proper development. 

The role of some neuronal factors as gatekeepers of puberty 

is not completely known and still under research. Many 

studies revealed that kisspeptin, neurokinin B and dynorphin 

neuropeptides, collectively referred to as KNDy neuropeptides 

and recognised as the key neuropeptides produced and 

secreted by the arcuate nucleus of the hypothalamus 

(ARC), are involved in the endocrine regulation of the 

onset of puberty (11, 20, 24) (Fig. 1). 

Kisspeptins (KiSS), encoded by the kiss-1 gene, are 

a group of endogenous ligands of orphan G protein-

related membrane receptors (GPR54) (10). The first 
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product of kiss-1 gene expression is their common 

precursor, prepro-kisspeptin, and its proteolysis results 

in the formation of subsequent peptides, such as kisspeptin-54, 

kisspeptin-14, kisspeptin-13 and kisspeptin-10 (KiSS-10) 

belonging to the RF-amide peptide family (24). The 

KiSS/GPR54 system is a factor that controls the 

hypothalamic–pituitary–ovarian (HPO) axis. It is 

suggested that KiSS may play a crucial role in the 

emergence of reproductive function at puberty in both 

humans and animals. In sheep, the preoptic area kisspeptin 

population in the hypothalamus is thought to be involved 

in surge generation, and ARC kisspeptin neurons are 

engaged in the regulation of both surge and tonic 

gonadotropin-releasing hormone (GnRH) secretion in 

response to 17-beta-oestradiol (E2) (15, 24). Redmond 

et al. (28) reported that intravenous administration of 

KiSS in prepubertal ewes enhanced pulse-like and 

surge-like secretion of LH. Aerts et al. (1) demonstrated 

that injections of neurokinin-3 (NK3)-saporin into the 

ARC caused ablation of KNDy neurons in ewes and, 

consequently, a delay in puberty. Any abnormalities in 

the KiSS/GPR54 system may cause various forms of 

reproductive disorders, e.g. delayed puberty or idiopathic 

hypogonadotropic hypogonadism (5). 

Neurokinin B (NKB), encoded by the TAC3 gene 

in ewes (12), is a 10-amino-acid peptide belonging to the 

tachykinin family, which also includes neurokinin A, 

substance P and γ neuropeptides (24). Tachykinins have 

a common carboxy-terminal Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2 

amino-acid sequence, where X can be an aliphatic or 

aromatic amino acid (20). To date, three tachykinin 

receptors have been identified: for neurokinin-1 (NK1R), 

neurokinin-2 (NK2R) and neurokinin-3 (NK3R); the last 

one is a receptor for NKB (24). Neurokinin-3 receptor is 

principally found in the central nervous system, where it 

is co-expressed by practically all KNDy neurons in the 

ARC (22). The NKB/NK3R system is regulated by sex 

hormones and is suggested to be one of the main 

modulators of the hypothalamic–pituitary–gonadal axis 

(22). Acting locally on KNDy neurons, NKB stimulates 

the release of KiSS, which binds to its receptor on GnRH 

neurons, thereby increasing the secretion of GnRH (2). 

Neurokinin B is an important component of the mechanism 

responsible for the initiation of the ovine sexual maturation 

process (3). Nestor et al. (23) reported that single 

intravenous administration of senktide (an NKB agonist) 

increased LH secretion in prepubertal female sheep. 

Dynorphin A (Dyn A), encoded by the Pdyn gene, 

is a compound from the family of endogenous opioid 

peptides, which also includes β-endorphin and enkephalin, 

and is characterised by the presence of a common N-terminal 

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu (or Met) amino-acid sequence 

(34). The receptor for dynorphin is the kappa opioid 

receptor (KOR), which is highly expressed in the central 

nervous system, especially in KNDy and GnRH neurons 

(37). Some reports indicated that Dyn A inhibited LH 

secretion in rodents (6, 20). Moreover, Dyn A may also 

be involved in the regulation of reproductive processes 

in ruminants. Lopez et al. (13) demonstrated that 

intracerebroventricular infusion of the KOR antagonist 

norbinaltorphimine notably enhanced mean LH levels 

compared to the control group in ovariectomised ewes  

at a prepubertal age treated with an oestrogen implant. 

There are also single findings that receptors for NKB 

and Dyn A were present in anterior pituitary cells (17, 

35) and, consequently, may be involved in the synthesis 

and secretion of gonadotropins. Mijiddorj et al. (17) 

reported the presence of NK3R and KOR in gonadotroph 

cells of the LβT2 line; however, neither NKB nor Dyn 

activated the FSHβ and LHβ promoter. To the best of 

our knowledge, there is no information about the 

pituitary relationship between KNDy peptides and 

gonadotropins during puberty in ewes. The available 

reports on the influence of NKB and Dyn A on LH and 

FSH secretion by pituitary gland cells in vitro are 

ambiguous and do not relate to sheep. We have 

demonstrated for the first time the direct effect of KiSS-

10, NKB and Dyn A on gonadotropin secretion from 

anterior pituitary cells isolated from pubescent ewes. 

 

 
Fig. 1. Role of kisspeptin-10 (KiSS-10), neurokinin B (NKB) and dynorphin (Dyn) A in  

the endocrine regulation of puberty, based on Navarro (20) and Pinilla et al. (24) 
ARC – arcuate nucleus; KNDy – kisspeptin, neurokinin B and dynorphin; GPR54 – G protein-

related membrane receptor 54; NK3R – neurokinin 3 receptor; KOR – kappa opioid receptor; 

GnRH – gonadotropin-releasing hormone; LH – luteinising hormone; FSH – follicle-
stimulating hormone; + – positive action; − – negative action; ? – unknown action   
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Material and Methods 

The protocol of the experimental design and all 

procedures were approved by the Local Ethics 

Committee for Animal Experimentation in Lublin  

(No. 65/2023). The cell culture was prepared using 

pituitary glands isolated from 10-month-old ewe lambs 

of the Polish Lowland sheep Uhruska variety (n = 6), 

housed at the Professor T. Efner Small Ruminant 

Research Station in Bezek (Poland). The ewes were 

humanely euthanised by electric shock and 

exsanguinated at a local slaughterhouse in accordance 

with applicable regulations. The lambs’ pituitary glands 

were dissected and transported within 1 h to the 

laboratory in cold Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM) (about 3–5°C) supplemented with 0.08% 

glucose, 0.59% 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic 

acid (HEPES), 0.1% bovine serum albumin, and 

gentamicin (20 μg/mL). The anterior and posterior lobes 

of the pituitary were separated by blunt dissection. The 

anterior pituitary tissue was minced and repeatedly 

digested with 0.25% trypsin (10 min, 37°C). After each 

digestion run, the cells were washed three times in 

DMEM and centrifuged (1,200 rpm, 10 min). After the 

last centrifugation, the pituitary cells were passed 

through a 60-μm nylon filter and counted in a Bürker’s 

chamber. Cell viability evaluated using the 0.4% trypan 

blue dye exclusion test was higher than 96%. The 

pituitary cells (250,000 cells/mL) were then resuspended 

in McCoy’s 5A medium containing 2.5% foetal calf 

serum, 10% horse serum, 0.59% HEPES, a mixture of 

amino acids and vitamins, and gentamicin (20 μg/mL) 

(adjusted to pH 7.4), and seeded into 24-well culture 

plates (1 mL/well). The cells were allowed to attach for 

96 h at 37°C under a 5% CO2 atmosphere (4, 7, 25, 26, 

31) until the start of the experiments. During this period, 

the viability of both the cells suspended in the medium 

and those already attached to the bottom of the well was 

also assessed using the 0.4% trypan blue dye exclusion 

test. Cells that had adhered were detached from the 

bottom of selected wells using trypsin to determine their 

viability. The cell viability was estimated at 97% after 

24 and 48 h and 96% after 72 and 96 h. After cells’ 

attachment to the dishes and formation of a monolayer, 

they were incubated in McCoy’s 5A medium without 

neuropeptides (which served as the control) or with 

10−11, 10−10, 10−9, 10−8 and 10−7 M of KiSS-10, NKB or 

Dyn A. After 4, 12 and 24 h of the experiment, the media 

were collected and stored at −20°C to determine the 

cumulative concentration of LH and FSH by ELISA 

using species-specific antibodies (Sheep LH ELISA Kit 

or FSH ELISA Kit; Sunred Biological Technology, 

Shanghai, China). The intra- and inter-assay coefficients 

of variations of the assay for LH and FSH were <10% 

and <12%, respectively. The LH and FSH secretion 

levels were expressed as the concentration (mIU/mL) of 

the hormone released into the culture medium by 

250,000 cells within 4–24 h. 

Statistical analysis. The results were calculated 

using Statistica 13.0 PL (TIBCO, Palo Alto, CA, USA) 

and expressed as a mean and standard deviation (x ± SD). 

Differences with a P-value ≤ 0.05 were considered significant. 

Pearson linear correlation coefficients were calculated to 

assess the relationships between the analysed variables, 

which were KiSS-10 concentration and LH or FSH 

secretion, NKB concentration and LH or FSH secretion 

and Dyn A concentration and LH or FSH secretion. 

Results  

Influence of KiSS-10 (10−11–10−7 M) on LH 

secretion from ovine pituitary cells in vitro. The effect 

of KiSS-10 on LH secretion was dependent on the time 

of exposure and its concentration in the culture medium 

(10−11–10−7 M). Kisspeptin-10 at 10−11–10−8 M caused 

an increase in the LH secretion compared to the control 

throughout the experiment. The highest LH secretion 

was recorded after the exposure of the cells to 10−8 M of 

KiSS-10, with a maximum after 24 h. This value was 

statistically significantly higher (P-value ≤ 0.05) than in 

the control. However, at the highest concentration used 

(10−7 M), KiSS-10 reduced gonadotropin release 

throughout the entire experiment compared to the 

control and cultures treated with it at the lower 

concentrations. Statistically significantly higher  

(P-value ≤ 0.05) secretion of LH was induced by  

KiSS-10 applied at the concentrations of 10−11–10−8 M 

compared to 10−7 M KiSS-10 after 12 and 24 h of 

incubation. The results revealed a high or very high 

negative correlation between the concentration of  

KiSS-10 (10−11–10−7 M) and the LH secretion from the 

pituitary cells (r = −0.76, r = −0.96 and r = −0.91 after 4, 

12 and 24 h, respectively). However, a positive correlation 

was found between the KiSS-10 concentrations and  

the LH secretion only when the neuropeptide was in the 

concentration range of 10−11–10−8 M (r = 0.90, r = 0.99 

and r = 0.96 after 4, 12 and 24 h, respectively) (Fig. 2). 

Influence of KiSS-10 (10−11–10−7 M) on FSH 

secretion from ovine pituitary cells in vitro. 

Kisspeptin used at all the concentrations caused an 

increase in FSH secretion compared to the control 

throughout the experiment. A statistically significant  

(P-value ≤ 0.05) increase in FSH secretion was observed 

after 12 and 24 h at the 10−9 M concentration compared 

to the control. However, the exposure of the cells to  

10−7 M of kisspeptin in the culture medium caused  

a slight decrease in FSH secretion throughout  

the experiment compared to secretion in cultures with 

KiSS-10 applied at the lower concentrations. No 

statistically significant differences (P-value ≥ 0.05) were 

found between the FSH secretion levels under the 

influence of the different KiSS-10 concentrations 

(10−11–10−7 M) at any specific incubation time.  

The results showed a negative correlation between the 

concentration of KiSS-10 (10−11–10−7 M) and FSH 

secretion from the pituitary cells (r = −0.81, r = −0.43 

and r = −0.59 after 4, 12 and 24 h, respectively) (Fig. 3).   
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Fig. 2. Influence of kisspeptin-10 (10−11–10−7 M) on luteinising hormone (LH) secretion from ovine pituitary cells in vitro 
a, b, c – mean values obtained at a specific incubation time marked with different letters differ statistically significantly (P-value ≤ 0.05) 

 

 
 

Fig. 3. Influence of kisspeptin-10 (10−11–10−7 M) on follicle-stimulating hormone (FSH) secretion from ovine pituitary cells in vitro 

a, b – mean values obtained at a specific incubation time marked with different letters differ statistically significantly (P-value ≤ 0.05) 

 

 

Influence of NKB (10−11-10−7 M) on LH secretion 

from ovine pituitary cells in vitro. The effect of NKB 

on LH secretion, similarly to the effect of kisspeptin, 

was dependent on its concentration in the culture 

medium and the duration of the experiment. The 

exposure of the cells to all the NKB doses used had  

a stimulating effect on LH secretion relative to the 

control. A marked increase in secretion was induced by 

10−10–10−7 M of NKB after 4–24 h. The strongest 

stimulatory action (P-value ≤ 0.05) was observed  

after the 12- and 24-h treatments with 10−8 M of NKB. 

Statistically significantly higher (P-value ≤ 0.05) 

secretion of LH under the influence of NKB was found 

at the concentration of 10−8–10−7 M (after 12 h) and  

10−8 M (after 24 h), compared to the concentration of 

10−11 M. The results showed a low positive correlation 

between the concentration of NKB (10−11–10−7 M) and 

LH secretion from the pituitary cells (r = 0.48, r = 0.45, 

and r = 0.37 after 4, 12 and 24 h, respectively) (Fig. 4). 
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Fig. 4. Influence of neurokinin B (10−11–10−7 M) on luteinising hormone (LH) secretion from ovine pituitary cells in vitro 

a, b – mean values obtained at a specific incubation time marked with different letters differ statistically significantly (P-value ≤ 0.05) 

 

 
 

Fig. 5. Influence of neurokinin B (10−11–10−7 M) on follicle-stimulating hormone (FSH) secretion from ovine pituitary cells in vitro 

a, b – mean values obtained at a specific incubation time marked with different letters differ statistically significantly (P-value ≤ 0.05) 

 

 

Influence of NKB (10−11–10−7 M) on FSH 

secretion from ovine pituitary cells in vitro. The 

exposure of the cells to 10−11–10−7 M of NKB resulted 

in elevated FSH secretion throughout the experiment 

compared to the control. The most pronounced 

stimulating effect on FSH secretion was found after 4, 

12 and 24 h at 10−7 M of NKB. Follicle-stimulating 

hormone secretion reached a maximum after the 12- and 

24-h exposure of the cells to the highest concentration 

used (10−7 M). This value was statistically significantly 

higher (P-value ≤ 0.05) than in the control and cultures 

with NKB at the lower concentrations. Statistically 

significantly higher (P-value ≤ 0.05) secretion of FSH 

was induced by NKB at the concentration of 10−7 M 

(after 4 and 12 h) and 10−8–10−7 M (after 24 h) than by 

this neuropeptide at 10−11–10−10 M. The results revealed 

a high positive correlation between the concentration of 

NKB (10−11–10−7 M) and FSH secretion from the 

pituitary cells (r = 0.89, r = 0.90 and r = 0.73 after 4, 12 

and 24 h, respectively) (Fig. 5). 
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Fig. 6. Influence of dynorphin A (10−11–10−7 M) on luteinising hormone (LH) secretion from ovine pituitary cells in vitro 

a, b – mean values obtained at a specific incubation time marked with different letters differ statistically significantly (P-value ≤ 0.05) 
 

 
 

Fig. 7. Influence of dynorphin A (10−11–10−7 M) on follicle-stimulating hormone (FSH) secretion from ovine pituitary cells in vitro 
a, b, c – mean values obtained at a specific incubation time marked with different letters differ statistically significantly (P-value ≤ 0.05) 

 

 

Influence of Dyn A (10−11–10−7 M) on LH 

secretion from ovine pituitary cells in vitro. The 

influence of Dyn A on LH secretion was dependent on 

the time of exposure and its concentration in the culture 

medium. The exposure of the cells to 10−10–10−7 M of 

Dyn A caused a statistically significant (P-value ≤ 0.05) 

increase in LH secretion compared to the control. 

Luteinising hormone secretion reached its maximum 

level after 24 h in response to 10−8 M of Dyn A. 

However, no statistically significant differences were 

found between the LH secretion levels under the influence of 

the different Dyn A concentrations (10−11–10−7 M)  

at a specific incubation time. There was no statistically 

significant correlation between the Dyn A (10−11–10−7 M) 

concentration and LH secretion (r = −0.24, r = 0.17 and 

r = 0.26 after 4, 12 and 24 h, respectively) (Fig. 6). 

Influence of Dyn A (10−11–10−7 M) on FSH 

secretion from ovine pituitary cells in vitro. The 

exposure of the cells to Dyn A resulted in an increase in 

FSH secretion at all the doses used throughout the 

experiment compared to the control. A significant effect 

(P-value ≤ 0.05) was observed at the concentrations of 
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10−11–10−9 M after 4–24 h. The strongest stimulatory 

action (P-value ≤ 0.05) was observed after 24 h at 10−11 M  

of Dyn A. 

Statistically significantly higher (P-value ≤ 0.05) 

secretion of FSH was induced by Dyn A at the concentration 

of 10−11 M compared to its effect at 10−8–10−7 M after  

24 h. The results indicated a moderate negative relationship 

between the concentration of Dyn A (10−11–10−7 M)  

and FSH secretion from the pituitary cells (r = −0.50,  

r = −0.57 and r = −0.57 after 4, 12 and 24 h, respectively) 

(Fig. 7). 

Discussion  

It is known that three neuropeptides (KiSS-10, 

NKB and Dyn A) produced by the KNDy subpopulation 

in the ARC region of the hypothalamus can regulate 

reproductive functions during sexual development. 

Detailed data of their characteristics will help to 

elucidate the pathomechanism of delayed puberty or 

other neuroendocrine disorders leading to infertility  

(2, 3, 11, 22, 24, 33). The evidence that KiSS-1 causes 

an increase in gonadotropin secretion in a GnRH-

dependent manner was provided by Navarro et al. (21), 

who indicated that the central administration of KiSS-1 

to immature female rats enhanced their plasma LH 

levels. Moreover, in studies conducted on sheep, 

Messager et al. (16) reported that intraventricular administration 

of kisspeptin caused a rapid increase in LH secretion 

during the first 2 h of the experiment in 2- to 3-year-old 

Ile de France ewes during the anoestrous season. It was 

also shown that a single intravenous injection of 0.5,  

1 or 2 mg of KiSS-10 notably increased LH secretion in 

three-month-old Small-tail Han female lambs within  

15 min (36). In addition, an in vitro experiment conducted by 

Kosior-Korzecka et al. (8) indicated that KiSS-10 

applied at 10−11–10−9 M after 48 h caused a high increase 

in GnRH, which induced FSH secretion by anterior 

pituitary cells isolated from six-month-old Polish Lowland 

ram lambs. Furthermore, the expression of GPR54 was 

detected in the anterior pituitary gland (14, 29); 

therefore, KiSSs can act directly on pituitary cells (8, 26, 

27). As reported by Radwańska and Kosior-Korzecka (26), 

after 2 h KiSS-10 at 10−11–10−8 M increased thyroid-

stimulating hormone (TSH) secretion in vitro from 

pituitary cells isolated from six-month-old ewe lambs of 

the SCP line (50% Suffolk + 25% Romanov + 25% Polish 

Lowland Sheep). These authors also demonstrated that 

TSH secretion reached a maximum level after 2 h of the 

action of KiSS-10 at the 10−11 M concentration. In turn, 

our study shows that KiSS-10 also had an impact on 

gonadotropin secretion by anterior pituitary cells 

isolated from pubescent ewes. The ewes, predisposed to 

delayed puberty, were multiple offspring of high-body 

weight mothers and did not ovulate until their tenth 

month (27). Since there are no studies in this field 

carried out on sexually mature sheep and those 

predisposed to delayed puberty, the present in vitro 

experiment was conducted on anterior pituitary cells 

isolated from such, and namely these 10-month-old 

ewes of the Polish Lowland sheep, Uhruska variety. In 

our research, we demonstrated an increase in the LH and 

FSH secretion after 4–24 h exposure to 10−11–10−8 M 

and 10−11–10−7 M of KiSS-10, respectively, throughout 

the experiment. A statistically significant (P-value ≤ 0.05) 

increase in the LH secretion was recorded after the 

exposure of the cells to 10−8 M of KiSS-10, with  

a maximum after 24 h of incubation; in turn, the highest 

FSH secretion was observed after 12 and 24 h at 10−9 M 

of kisspeptin compared to the control. Drawing  

a comparison with the effect of KiSS-10 in other animal 

species, we can state that our findings are consistent with 

the report by Suzuki et al. (30), which indicated that 

KiSS-10 stimulated LH secretion from porcine anterior 

pituitary cells at the doses of 10−7 M and 10−6 M and from 

bovine anterior pituitary cells at 10−6 M and 10−5 M. Based 

on our previous findings (9), KiSS-10 also caused 

significant enhancement of LH secretion by porcine 

pituitary cells in vitro compared to the control, 

especially after 30-h exposure of the cells to 10−8 M of 

kisspeptin. These data also confirm that KiSS-10 can 

directly affect gonadotropic cells. 

Single reports indicated that NKB and Dyn A may 

also be directly involved in the synthesis and/or 

secretion of hormones at the anterior pituitary level.  

Mun et al. (19) observed that the expression of gonadotropic 

hormone in female Nile tilapia was increased after 

treatment of pituitary cell cultures with the NKB peptide, 

especially at concentrations of 10−8 M and 10−6 M. Based 

on data reported by Mizrahi et al. (18), the intraperitoneal 

injection of an NKB analogue caused an increase in FSH 

and LH secretion in sexually mature female Nile tilapia 

after 1 h of the procedure. Mizrahi et al. also demonstrated 

that neurokinin B and its analogue enhanced the mRNA 

expression of FSHβ and LHβ (18). In addition,  

Mijiddorj et al. (17) found a receptor of NKB and Dyn 

in gonadotroph LβT2 cells (a mouse pituitary cell line) 

and the somatolactotroph GH3 line (rat pituitary cells). 

However, to the best of our knowledge, there are no such 

data on sheep. Therefore, in the present study, we 

investigated any effect of NKB or Dyn A on gonadotropin 

secretion from anterior pituitary cells isolated from 

pubescent ewes. Our results showed that the exposure to 

10−11–10−7 M of NKB resulted in elevated LH and FSH 

secretion by ovine pituitary cells in vitro throughout the 

experiment. The LH secretion reached a maximum after 

the 24-h treatment with 10−8 M of NKB. In turn, the 

highest level of FSH secretion was observed after the  

24-h exposure of the cells to the concentration of 10−7 M. We 

also observed that Dyn A applied at the 10−11–10−7 M 

concentration caused a statistically significant  

(P-value ≤ 0.05) increase in the LH secretion compared 

to the control. The LH secretion reached the highest 

level after 24 h in response to 10−8 M. In addition,  

the Dyn A neuropeptide caused the highest increase in 

the LH secretion throughout the experiment. 

Furthermore, the exposure of the cells to Dyn A also 
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resulted in an increase in the FSH secretion at all the 

concentrations used throughout the experiment compared 

to the control, its secretion reaching its maximum level 

when acted on by 10−11 M of Dyn A for 24 h. This value 

was significantly higher (P-value ≤ 0.05) than in the 

control. To summarise the effects of the three neuropeptides 

on gonadotropin secretion: the most significant stimulating 

effect on LH and FSH secretion by the pituitary cells of 

pubescent ewes compared to the control was exerted by 

Dyn A, and the most pronounced dose-dependent effect 

of the neuropeptides on FSH secretion was observed 

during the action of NKB throughout the experiment. 

Unfortunately, it is difficult to compare the present 

results, because to the best of our knowledge there have 

been no similar studies on higher vertebrates in this field. 

Conclusion 

In this study, we characterised the ability of NKB, 

KiSS-10 and Dyn A to stimulate LH and FSH secretion 

from pituitary cells isolated from pubescent ewe lambs. 

The results of our study further document the novel role 

of NKB, KiSS-10 and Dyn A in the neuroendocrine 

regulation of gonadotropin secretion at the pituitary 

level. The function of these neuropeptides may consist 

in the initiation of reproductive activity, which leads to 

the occurrence of the first ovulation and achievement of 

sexual maturity. A detailed explanation of the role of 

KiSS-10, NKB and Dyn A in gonadotropin secretion by 

the anterior pituitary gland in sheep and the 

determination of their impact on the regulation of the 

HPO axis during sexual maturation or in the 

pathomechanism of delayed puberty require further 

research. 
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Abstract 

Introduction: Neurokinin B (NKB), dynorphin A (Dyn A) and kisspeptin (KiSS) are key agents that participate in the 

neuroendocrine regulation of the development and functioning of the reproductive system. While the role of KiSS is better 

understood, the functions of NKB and Dyn A at the pituitary level have not been elucidated. The objective of our study was to 

analyse their direct effect on kisspeptin-10 (KiSS-10) secretion by anterior pituitary cells isolated from pubescent ewes. Material 

and Methods: Pituitary cells from 10-month-old ewe lambs were incubated in McCoy’s 5A medium without hormones  

(the control), or with 10−11, 10−10, 10−9, 10−8 or 10−7 M of NKB or Dyn A for 2, 4, 6, 12, 18 or 24 h. The concentration of KiSS-10 

was analysed by ELISA using species-specific antibodies. Results: When applied at the concentrations of 10−10–10−7 M, NKB 

increased KiSS-10 secretion throughout the entire experiment (2–24 h), compared to the control. Significantly higher (P-value ≤ 0.05)  

KiSS-10 release than in the control was observed after 6–24 h exposure of the cells to 10−8 M of NKB. However, no effect of NKB 

on the secretion of KiSS-10 was shown when applied at the lowest concentration (10−11 M). In turn, there was no significant effect 

of Dyn A at any concentration on KiSS-10 secretion by pituitary cells at any time. Conclusion: In contrast to Dyn A, NKB can 

directly affect KiSS-10 secretion from the pituitary cells of pubescent ewes in a way dependent on the time of exposure to this 

neuropeptide and its concentration in the culture medium. This phenomenon may indicate a potential role of NKB in the initiation 

of reproductive activity, which leads to the achievement of sexual maturity in the optimal developmental window. 
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Introduction 

It is known that delayed puberty in livestock may 

have negative health effects, including an increase in the 

amount of subcutaneous and visceral fatty tissue and 

obesity, and may consequently have the negative economic 

effect of reduced productivity (1). Reaching sexual maturity 

depends on many factors, e.g. sufficient production of 

neuronal agents like kisspeptin-10 (KiSS-10), neurokinin B 

(NKB) and dynorphin A (Dyn A) by KNDy (kisspeptin, 

neurokinin B and dynorphin) neurons in the central 

nervous system. These three neuropeptides play a relevant 

role in the neuroendocrine regulation of the development 

and functioning of the reproductive system where they 

regulate ovulation and fertility (17). As a 10-amino-acid 

peptide belonging to the tachykinin family, NKB directly 

stimulates hypothalamic KNDy neurons, leading to 

secretion of kisspeptins (13). These are a family of 

neuropeptides and endogenous ligands of G protein-

coupled receptors (GPR54). Kisspeptins binding to their 

receptor on gonadotropin-releasing hormone (GnRH) 

neurons in the preoptic area (POA) and arcuate nucleus 

(ARC) in the hypothalamus enhance the pulsatile secretion 

of GnRH, which results in luteinising hormone (LH) and 

follicle-stimulating hormone (FSH) secretion in the 

anterior pituitary gland, mediating the NKB effect (17). 

In turn, dynorphins, belonging to the family of endogenous 

opioid peptides produced in the ARC, inhibit prepubertal 

GnRH secretion and consequently gonadotropin secretion 

by the anterior pituitary gland (5). The KiSS-1/GPR54 
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and NKB/neurokinin B receptor (NK3R) systems are 

key factors in the hormonal regulation of puberty onset. 

It is known that mutations in the TAC3 or TACR3  

genes, respectively coding for NKB or NK3R, cause 

hypogonadotropic hypogonadism in humans because of 

disturbances in the secretion of gonadotropic hormones 

from the anterior pituitary gland (21, 27, 30). As shown 

by Li et al. (9), KiSS-10 and senktide (an NK3R agonist) 

infused into the lateral ventricle during the luteal phase 

of the ovine oestrous cycle increased the LH pulse 

frequency and the mean LH levels (9). They also 

reported that in conditions of minimal GnRH/LH 

secretion, central NK3R agonist infusion induced LH 

release, similarly to the response to KiSS-10. Moreover, 

Goodman et al. (6) demonstrated that the ablation of 

over 90% of KNDy neurons in the ARC of the 

hypothalamus caused by application of MePhe7-NKB  

(a selective NK3 receptor agonist) conjugated to saporin 

resulted in a decrease in the LH pulse amplitude in 

ovariectomised adult Blackface ewes (6). In addition, 

the expression of GPR54 in the pituitary gland was 

found, which proves that a KiSS can act directly at this 

level, affecting the secretion of tropic hormones (19, 22, 

23, 31). Single data indicate that NKB and Dyn A may 

also be involved in the synthesis and secretion of 

hormones in the pituitary gland (10, 11, 12, 28). 

However, to the best of our knowledge, there are no 

reports on the direct effect of NKB or Dyn A on KiSS 

secretion from the ovine pituitary gland. Therefore, the 

aim of this study was to analyse, for the first time, the 

influence of NKB and Dyn A on KiSS secretion by 

pituitary cells isolated from pubescent ewes. 

Material and Methods 

Experiment design. The protocol of the experimental 

design and all procedures were approved by the Local 

Ethics Committee for Animal Experimentation in Lublin 

(No. 65/2023). The cell culture was prepared using 

pituitary glands isolated from 10-month-old ewe lambs 

of the Polish Lowland sheep, Uhruska variety (n = 6; 

mean body weight: 39.52 ± 3.25 kg), housed at the Professor 

T. Efner Small Ruminant Research Station in Bezek 

(Poland) in the autumn season. The ewes were humanely 

euthanised by electric shock and exsanguinated at a local 

slaughter house in accordance with applicable 

regulations. The pituitary glands were dissected and 

transported within 1 h to the laboratory at approximately 

3–5°C in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 

supplemented with 0.59% 4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid (HEPES), 0.08% glucose, 

0.1% bovine serum albumin and gentamicin at 20 μg/mL. 

The anterior and posterior lobes of the pituitary were 

separated by blunt dissection. The anterior pituitary 

tissue was minced and repeatedly enzymatically 

digested with 0.25% trypsin for 10 min each time  

at 37°C. After each digestion round, the cells were 

washed three times in DMEM and centrifuged at 1,200 rpm 

for 10 min. After the last centrifugation, the pituitary 

cells were passed through a 60-μm nylon filter and 

counted in a Bürker chamber. Cell viability evaluated by 

0.4% trypan blue dye exclusion was higher than 96%. 

The pituitary cells at 250,000 cells/mL were then 

resuspended in McCoy’s 5A medium containing 2.5% 

foetal calf serum, 10% horse serum, 0.59% HEPES,  

a mixture of amino acids and vitamins, and gentamicin 

at 20 μg/mL, and the solution was adjusted to pH 7.4 and 

seeded in 24-well culture plates in 1 mL aliquots per 

well. The cells were allowed to attach for 96 h at 37°C 

under a 5% CO2 atmosphere (8, 18, 19, 24) until the start 

of the experiments. After attachment to the dishes and 

formation of a monolayer, the pituitary cells were 

incubated in McCoy’s 5A medium without hormones 

(the control), or with 10−11, 10−10, 10−9, 10−8 or 10−7 M  

of NKB or Dyn A. After 2, 4, 6, 12, 18 or 24 h of  

the experiment, the media were collected and stored  

at −20°C to determine the cumulative concentration of 

KiSS-10 by ELISA using species-specific antibodies 

(KiSS-1 (112–121) Amide/Kisspeptin-10/Metastin  

45–54) Amide EIA (enzyme immunoassay) Kit; 

Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA, USA). The 

kisspeptin secretion was expressed as the concentration 

(ng/mL) of the hormone released into the culture 

medium by 250,000 cells during the particular 

incubation time. 

Statistical analysis. The results were calculated 

using Statistica 13.0 PL (Dell, Round Rock, TX, USA) 

and expressed as a mean and standard deviation (x ± SD). 

Comparisons between the control and experimental 

cultures were performed using analysis of variance and 

paired t-tests. Differences with a P-value ≤ 0.05 were 

considered significant. Pearson linear correlation 

coefficients were calculated to assess the relationships 

between the analysed variables: NKB concentration or 

Dyn A concentration and KiSS-10 secretion. 

Results  

Influence of NKB on KiSS-10 secretion by ovine 

pituitary cells in vitro. The effect of NKB on KiSS-10 

secretion was dependent on the time of exposure and the 

NKB concentration in the culture medium (which 

ranged over 10−11–10−7 M). The treatment of the cells 

with 10−10–10−7 M of NKB resulted in elevated KiSS-10 

secretion throughout the entire experiment compared to 

the control. A significant effect of NKB (P-value ≤ 0.05) 

on KiSS-10 was found after 6–24 h at the dose of  

10−8 M and after 24 h at 10−7 M of NKB. The KiSS-10 

release reached a maximum after the 24-h exposure of 

the cells to NKB at the concentration of 10−8 M. This 

value was significantly higher (P-value ≤ 0.05) than in 

the control and in the other cultures with NKB. However, 

no effect of NKB at the concentration of 10−11 M was 

observed on the secretion of KiSS-10 (Fig. 1).  
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Fig. 1. Influence of neurokinin B on kisspeptin-10 (KiSS-10) secretion from ovine pituitary cells in vitro 

 * − statistically significant difference (P-value ≤ 0.05) compared to the control 

 

 

Fig. 2. Influence of dynorphin A on kisspeptin-10 (KiSS-10) secretion from ovine pituitary cells in vitro 

 

 

There was no correlation between the concentration 

of NKB and KiSS-10 secretion from the ovine pituitary 

cells after 4, 6, 12, 18 or 24 h (r = 0.04, r = 0.01,  

r = −0.08, r = 0.01 and r = 0.23, respectively). However, 

a low positive correlation was found between the NKB 

concentration over the full range in the experiment and 

the KiSS-10 secretion after 2 h (r = 0.4). In turn, there 

was a moderate positive correlation between NKB in the 

range of 10−11–10−8 M and KiSS-10 secretion after 2 h  

(r = 0.55), a high positive correlation after 4 h (r = 0.89) 

and a very high positive correlation after 6, 12, 18 and 

24 h (r = 0.93, r = 0.99, r = 1.0 and r = 1.0, respectively). 

Influence of Dyn A on KiSS-10 secretion by 

ovine pituitary cells in vitro. There was no significant 

effect of Dyn A applied in the full concentration range 

over the whole time of the experiment on the secretion 

of KiSS-10 by the ovine pituitary cells. However, Dyn A 

used at 10−10 M caused a slight increase in KiSS-10 after 

12 and 24 h, and used at 10−9–10−8 M, it did so after  

24 h, compared to the control and the other cultures with 

Dyn A (Fig. 2). There was no correlation between the 

concentration of Dyn A in the range of 10−11–10−7 M and 

KiSS-10 secretion from the ovine pituitary cells after  

2 and 4 h (r  = −0.16 and r = 0.05, respectively). However, 
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the study showed a low positive correlation between the 

concentration of Dyn A over the full range in the 

experiment and KiSS-10 secretion after 6 h (r = 0.42),  

a low negative correlation after 12 and 18 h (r  = −0.37 

and r = −0.43, respectively), and a high negative correlation 

after 24 h (r = −0.72).   

Discussion  

In vitro studies conducted on cells isolated from the 

anterior pituitary gland extend our understanding of 

neuroendocrine phenomena in mammals. The endocrine 

regulation of the hypothalamic–pituitary–ovarian (HPO) 

axis during mammalian puberty depends in large part on 

neuronal agents like NKB, KiSS-10 and Dyn A (1, 3,  

13, 17). Neurokinin B, KiSS and Dyn A were found in 

identical subpopulations of neurons located in the ARC 

of the hypothalamus in many animal species, e.g. goats 

(29), pigs (7), sheep (6) and mice (15). It is also known 

that through KiSS stimulation, NKB induces GnRH 

release in the hypothalamus, leading to gonadotropin 

secretion in sheep (1, 2, 3). The role of NKB on the 

hypothalamus–pituitary axis in females depends on the 

endocrine condition. Some studies indicate that senktide, 

an agonist of the NKB receptor, activates LH release in 

adult ewes (4, 16) and rats (14). Terasawa et al. (26) 

reported that NKB and KiSS independently activated 

GnRH release in female rhesus monkeys before puberty, 

but a collaborative mechanism between these two 

neuropeptides accelerated the increase in GnRH secretion 

in pubertal females (26). In turn, the function of Dyn A 

involves the inhibition of GnRH release, and consequently, 

of LH secretion (15, 17). While the role of KiSS is better 

understood, the function of NKB and Dyn A at the 

pituitary level and their mediation of KiSS secretion  

at this level have not been thoroughly explored. Studies 

conducted on fish (female Nile tilapia) showed the effect 

of NKB on pituitary cell cultures, where the expression 

of FSHβ and LHβ mRNA was notably elevated after 

treatment with NKB at 10 nM and 1,000 nM (12). In 

addition, Mizrahi et al. (11) proved that an NKB 

analogue increased LH and FSH mRNA levels in the 

tilapia pituitary (11). Mijiddorj et al. (10) demonstrated 

that the NKB receptor and the Dyn A receptor were 

present in the LβT2 cell line (luteinising hormone 

subunit β T-antigen gonadotroph cells) (10). In our 

experiment, we demonstrated the direct in vitro effect of 

NKB and Dyn A on KiSS-10 secretion by anterior 

pituitary cells isolated from pubescent ewes. As shown 

in the present study, the effects of NKB or Dyn A on 

KiSS-10 secretion by ovine pituitary cells are 

heterogeneous and depend on the exposure time and 

NKB or Dyn A concentrations in the culture medium. 

When used at the concentrations of 10−10–10−7 M, NKB 

increased KiSS-10 secretion throughout the entire 

experiment, compared to the control. The highest level 

of KiSS-10 release was recorded after the 24-h exposure 

of the cells to NKB at the concentration of 10−8 M. 

However, no effect of NKB on the secretion of KiSS-10 

was observed when it was applied at the lowest 

concentration (10−11 M). These results prove that  

a higher concentration of NKB contributes to the 

regulation of KiSS-10 secretion by pituitary cells. In 

addition, as indicated by our previous findings (25), the 

exposure of ovine pituitary cells in vitro to NKB at the 

concentration of 10−11–10−7 M resulted in elevated 

gonadotropin secretion. The highest level of LH 

secretion was observed after 24-h exposure of the cells 

to the concentration of 10−8 M, and the strongest FSH 

secretion came after 24-h exposure to 10−7 M. To date, 

the reports on the involvement of NKB in sexual 

maturation have addressed regulatory mechanisms only 

at the hypothalamic level. The study conducted by 

Topaloğlu et al. (27) showed that mutations in the NKB 

coding gene (TAC3) and in its receptor coding gene 

(TACR3) cause hypogonadotropic hypogonadism and 

block pubertal initiation (27). Our new data suggest that 

by increasing the secretion of kisspeptins and 

gonadotropins by pituitary cells, NKB may be relevant 

in activation of the HPO axis during puberty also at the 

pituitary level. Moreover, our results indicating the 

positive effect of NKB on the secretion of KiSS-10 and 

gonadotropins by pituitary cells are the basis for further 

studies to determine whether, as in the hypothalamus, 

the effect of NKB on GnRH (and subsequently LH and 

FSH) secretion may be mediated by kisspeptins. 

Whether kisspeptins mediate the secretion of these 

gonadotropins is better known, however, when the effect 

of Dyn A is considered. In our previous study we 

observed that Dyn A caused an increase in gonadotropin 

secretion at all the concentrations used (10−11−10−7 M). 

The LH secretion reached its maximum after 24 h in 

response to 10−8 M, and the highest FSH secretion was 

recorded after 24-h exposure to the lowest concentration 

of Dyn A (10−11 M) (25). Our present experiment showed 

no significant effect of any concentration of Dyn A on 

KiSS-10 secretion by ovine pituitary cells. Therefore, 

the effect of Dyn A on gonadotropin secretion appears 

not to be mediated by kisspeptins. 

Unfortunately, it is difficult to compare the present 

results because of the lack of similar data in the literature 

on the mutual interactions of NKB and Dyn A at the 

level of the pituitary gland. A full elucidation of the role 

of these neuropeptides in KiSS-10 secretion at the 

pituitary level and the establishment of their impact on 

neuroendocrine regulation during puberty require 

further studies. 

Conclusion 

The present study provides new data for the novel 

role of NKB in the endocrine regulation of KiSS-10 

secretion from ovine anterior pituitary cells. Neurokinin B, 

in contrast to Dyn A, can directly affect KiSS-10 

secretion from pituitary cells of pubescent ewes in a way 

dependent on the time of exposure to this neuropeptide 
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and its concentration in the culture medium. Hence, our 

results may indicate the potential importance of NKB in 

the initiation of reproductive activity in ewes and, 

consequently, in their reaching sexual maturity in the 

optimal developmental window. 
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Abstract 

Introduction: Kisspeptin (KiSS), neurokinin B (NKB) and dynorphin A (Dyn A) participate in the neuroendocrine regulation 

of reproductive system development and functioning; however, their roles in the onset of sexual maturity and pathomechanism of 

delayed puberty have not yet been fully elucidated. The aim of the study was to determine changes in the kisspeptin-10 (KiSS-10), 

NKB and Dyn A concentration in blood plasma collected from ewe lambs during puberty in relation to the first ovulation time, and 

to examine the relationship between these neuropeptides. Material and Methods: Twenty-four ewe lambs were divided into two 

groups: from single (S) pregnancies and from twin (T) pregnancies. To determine the KiSS-10, NKB and Dyn A concentration 

with ELISA, blood was collected from all sheep at 4, 5, 6, 7, 8, 9 and 10 months of age. Singletons and twins had their first 

ovulations at 8 and 10 months of age, respectively. Results: Changes in the KiSS-10 and NKB concentrations were positively 

correlated with age in both S (r = 0.86) and T ewes (r = 0.89). A negative correlation was found between KiSS-10 and Dyn A  

(r = −0.55 and −0.98, for S and T, respectively) and between NKB and Dyn A (r = −0.89 and −0.94, for S and T, respectively). 

Conclusion: The initiation of ovarian activity is associated with concurrent increases in plasma KiSS-10 and NKB concentrations 

with age and reduced Dyn A concentrations in both groups. Our results show that these neuropeptides may regulate the timing of 

reproductive activity onset in sheep. 

 

Keywords: dynorphin A, ewe, kisspeptin, longitudinal study, neurokinin B, puberty disorders. 

 

 

Introduction 

The pathomechanism of delayed puberty due to 

various aetiological factors has not been definitively 

elucidated. A delay in ewe puberty, which normally 

occurs in the first year of life, prevents reproductive 

activity at the right time and thus reduces reproductive 

performance. Evidence from other mammalian species 

point to associations with hormonal and metabolic 

disorders (1, 5, 24, 28). One of the causes of delayed 

puberty in lambs is low birth weight. It is observed in 

ewes from twin pregnancies and the offspring of mothers 

with a high body weight (9, 22, 23). Furthermore, 

achieving sexual maturity via activation of the 

hypothalamic–pituitary–ovarian (HPO) axis depends on 

the adequacy of fat reserves contained in subcutaneous 

and visceral adipose tissue as well as on key metabolic 

signals, e.g. an adequate plasma leptin concentration 

(34). Leptin, a peptide released from white adipose 

tissue and binding to the long-form (OB-Rb) and short-

form (OB-Ra) obesity receptors in the hypothalamus, 

mediates the activation of GnRH neurons. The activation 

of these neurons induces gonadoliberin release, leading 

to increased LH and FSH secretion by the anterior 

pituitary gland (25, 34). In the hypothalamus, this effect 

of leptin is mediated by neuronal agents, such as 

kisspeptins (KiSSs) (2, 8, 17). 

KiSSs, belonging to the arginine-phenylalanine 

amide (RF-amide) peptide family, along with other 

neuropeptides such as neurokinin B (NKB) from the 

tachykinin family, and dynorphin (Dyn), representing 

the family of endogenous opioid peptides, are produced 
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by KNDy (kisspeptin, neurokinin B, and dynorphin) 

neurons in the arcuate nucleus (ARC) of the 

hypothalamus (15). A key role is played by KiSSs, NKB 

and Dyns in the endocrine regulation of the reproductive 

system during puberty. The function of NKB in puberty 

in sheep is not direct stimulation of gonadotropin-

releasing hormone (GnRH) neurons, because these 

neurons lack the neurokinin 3 receptor for NKB (NK3R) 

which ARC KNDy neurons have. It is believed that 

stimulation of GnRH/LH secretion by NKB occurs 

indirectly via activation of the ARC KNDy neurons, 

which leads to increased KiSS production (3, 14, 20).  

A kisspeptin interacts with its receptor on GnRH 

neurons located in the preoptic area (POA) and the ARC 

of the hypothalamus. This interaction enables the 

pulsatile release of GnRH, which subsequently induces 

the anterior pituitary to secrete gonadotropins (15). It is 

known that the lack of NKB and NK3R causes 

hypogonadotropic hypogonadism and failure to mature 

sexually in humans (29). As reported by Billings et al. (4), 

intraventricular application of an NKB analogue (senktide) 

in mature ewes caused surge-like secretion of LH. 

Additionally, intravenous application of KiSS-10 in 

concentrations of 0.5, 1 and 2 mg increased LH secretion 

in prepubertal female Small-tail Han Sheep (31). The 

role of Dyns, in turn, in puberty is much less well 

explained than the role of KiSS or NKB. It is known that 

the receptor for Dyns, i.e. the κ opioid receptor (KOR), 

is located in KNDy and GnRH neurons in many animal 

species, including sheep (33). In studies conducted by 

Lopez et al. (12), it was shown that a Dyn plays  

an important role in inhibiting the release of GnRH, 

which results in the inhibition of pulsatile LH secretion 

in prepubertal ewe lambs. However, previous research 

demonstrated that Dyn A as well as KiSS-10 and NKB 

can directly stimulate gonadotropin secretion from ovine 

anterior pituitary cells in vitro (26). The aim of the 

present study was to determine the changes in the 

concentration of KiSS-10, NKB and Dyn A in blood 

plasma collected from ewe lambs during puberty in 

relation to the time of the first ovulation. The experiment 

included sheep coming from single and twin 

pregnancies, the latter being predisposed to delayed 

puberty. 

Material and Methods 

Experimental design. The protocol of the 

experimental design and all procedures were approved 

by the Local Ethics Committee for Animal 

Experimentation in Lublin (Licence No. 65/2023). 

Twenty-four female ewe lambs of the Polish Uhruska 

breed housed at the Didactic-Experimental Station of 

Sheep and Goat Breeding in Bezek were used in the 

study. The first group consisted of lambs from single 

pregnancies (n = 13), and the second group consisted of 

lambs from twin pregnancies and thus predisposed to 

delayed puberty (n = 11). Weight gain was monitored in 

all sheep from birth to the age of 10 months. The study 

was carried out from May to November under natural 

light and in normal temperature. The animals were kept 

in the indoor system from January to mid-May and from 

September to December, and in the indoor-outdoor 

system from mid-May to early September in conditions 

that ensured freedom of movement. After weaning, the 

sheep were fed once a day with complete age-

appropriate farm feed for sheep comprised of hay, 

haylage and concentrate and had unlimited access to 

water. The animals were kept in identical nutritional and 

environmental conditions to those in a commercial herd and 

their nutritional needs were met according to the French 

Institut National de la Recherche Agronomique feeding 

system (according to their physiological status). The 

lambs lived in a common sheepfold with their mothers 

from birth to weaning and were only selected for the 

experiment when they reached the age of 4 months. 

After being divided into the two experimental groups, 

they were transferred to another flock 10 days before 

blood collection began in order to adapt to the new 

environment. The sheep were weighed using  

an electronic scale every two weeks from birth to  

10 months of age, and weight gain was recorded. From 

6 to 10 months, the activity of the ewes’ ovaries was 

monitored laparoscopically for the presence, number 

and diameter of follicles or the presence of corpora lutea. 

To determine the concentration of NKB, Dyn A and 

KiSS-10 after the ewes had reached 4, 5, 6, 7, 8, 9 and 

10 months of age, 8 mL of blood was collected from the 

external jugular vein with the use of intravenous 

cannulas every 15 min for 2 h. After the procedure, the 

samples were centrifuged for 20 min at 1,000 rpm and 

stored at −20°C until testing. Plasma NKB, Dyn A and 

KiSS-10 concentrations were analysed by ELISA using 

species-specific antibodies in a Sheep NKB ELISA Kit 

and Sheep Dyn ELISA Kit (both from Sunred Biological 

Technology, Shanghai, China) and a KiSS-1 (112–121) 

Amide/Kisspeptin10/Metastin (45–54) Amide EIA 

(enzyme immunoassay) Kit (Phoenix Pharmaceuticals, 

Burlingame, CA, USA) (18). 

Statistical analysis. The results were calculated 

using Statistica 13.3 PL (TIBCO, Palo Alto, CA, USA) 

and expressed as a mean and standard deviation  

(x ± S.D.). Comparisons between the parameters of ewe 

lambs coming from single pregnancies and those from 

twin pregnancies were performed using the analysis of 

variance and paired t-tests. Differences with  

a probability of P ≤ 0.05 were considered significant. 

Pearson linear correlation coefficients were calculated to 

assess the relationships between the analysed variables, 

namely NKB, KiSS-10 and Dyn A secretion. 

Results  

Activity of ovaries. The singleton ewes ovulated 

for the first time at 8 months of age. This was about 7–8 

weeks earlier than the twin ewes, in which the first 
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ovulations were observed at 10 months of age. The first 

ovulation was ascertained from the formation of the first 

corpora lutea. 

Changes in body weight of singleton and twin 

ewes. The mean body weight of ewes coming from 

single pregnancies was higher than the weight of ewes 

from twin pregnancies during the whole experimental 

period (Table 1). In both singletons and twins, it reached 

the highest value in the 10th month. The highest 

percentage difference in the mean body weight between 

the groups was observed at birth, and this difference 

decreased from birth to the ninth month, when it was the 

lowest. 

Concentration of kisspeptin-10 in blood plasma. 

The KiSS-10 concentration in blood plasma was 

dependent on the month of life of the ewes (Fig. 1). In  

S ewes, the KiSS-10 levels increased until the eighth 

month, with a significant (P-value ≤ 0.05) rise from the 

seventh month. This maximal value was significantly 

higher (P-value ≤ 0.05) than those in the period from the 

fourth to seventh month. This was related to the onset of 

ovarian activity in this group. In T ewes, a continuous 

increase in the KiSS-10 levels was observed throughout 

the experimental period. The highest mean plasma 

concentration of KiSS-10 in multiple-birth ewes was 

confirmed after the end of the 10th month, but this 

concentration (95.8 ng/L) barely exceeded the 

concentration in the singletons at the end of the 8th month 

(95.28 ng/L). This correlated with the initiation of 

ovarian activity, as it did for the singletons. A positive 

relationship was shown between the KiSS-10 

concentration and the age (r = 0.84 and  

r = 0.99 for S and T, respectively) of the ewes. There 

was a significant (P-value ≤ 0.05) difference in plasma 

KiSS-10 concentrations between the groups after the 8th 

and 10th months of life, associated with the negative 

correlation noted between concentration and age for  

S animals in this period (Fig. 1). 

Concentration of neurokinin B in blood plasma. 

As it was in the case of KiSS-10, the plasma NKB 

concentration also generally trended upwards with the 

month of life (Fig. 2). In the singletons, the 

concentrations of this neuropeptide increased from the 

fourth to eighth months. The month-eight value for this 

group was significantly higher (P-value ≤ 0.05) than the 

values for the other months and was 384.19 ng/L. In the 

twins, increases in the plasma level of NKB were also 

observed from the fourth to ninth months, with the 

maximum of 364.70 ng/L coming in the ninth month of 

life. Up to the end of month eight, the NKB level was 

higher in S ewe lambs than in T animals. Only in the 9th 

and 10th months was an inverse relationship observed. 

The times of the highest NKB concentrations in blood 

plasma correlated with the initiation of ovarian activity 

in both groups. A positive correlation was shown 

between the changes in the plasma NKB concentration 

and age for all ewes (between the fourth and eighth 

months of life) (r = 0.79, P ≤ 0.05). There was a positive 

relationship between the NKB concentration and the age 

(r = 0.60 and r = 0.87 for S and T, respectively) of the 

ewes. There was a significant (P ≤ 0.05) difference in 

plasma NKB between the groups after the completion of 

the eighth month of life. 

Concentration of dynorphin A in blood plasma. 

There was an opposite relationship between the Dyn A 

concentration and ewe lamb age to that noted for  

KiSS-10 and NKB (Fig. 3). The highest Dyn A 

concentrations were observed in the fourth and fifth 

months in both the singletons and the twins. In S group 

animals, a significant decrease (P ≤ 0.05) was observed 

between the fifth and sixth month, and the lowest levels 

were recorded in the seventh and eighth months of life. In 

T ewes, the mean Dyn A concentration decreased much 

more slowly, reaching the lowest value in the ninth month. 

Contrary to the KiSS-10 and NKB concentrations, those of 

Dyn A were lower in group S than in group T between the 

fourth and eighth months. Only in the 9th and 10th months 

were the S Dyn A concentrations higher than the T ones, 

and in the 10th month they regained their 4th- and 5th-month 

levels. There was an inverse relationship between the 

Dyn A concentration and the age (r = -0.26 and r = -0.97 

for S and T, respectively) of the ewes. No statistically 

significant differences were found between S and T 

concentrations in particular months of life. There was 

also no significant relationship between the changes in 

the plasma Dyn A concentration in S and T with age  

(r = 0.30). 

Relationship between KiSS-10, NKB and Dyn A 

concentrations in ewes coming from single and twin 

pregnancies. An overall positive correlation was found 

between the changes in the KiSS-10 and NKB plasma 

concentrations with age (between the 4th and 10th months 

of life) in both S and T (Table 2). However, an overall 

negative correlation was shown between KiSS-10 and 

Dyn A and between NKB and Dyn A over the seven 

studied months in all ewes. 

A graphical summary of changes in the blood 

plasma concentrations of individual neuropeptides in the 

singletons and the twins is presented in Figs 4 and 5. 

 

Table 1. Mean body weight of singleton and twin Polish Uhruska ewes and differences in that weight at age points up to the 10th month 
 

 
Age (months) 

0 4 5 6 7 8 9 10 

Mean body 

weight ± SD (kg) 

Singletons 5.60 ± 0.6 32.16 ± 4.6 34.69 ± 4.1 35.26 ± 4.2 37.57 ± 4.2 37.96 ± 3.9 39.27 ± 3.8 40.96 ± 3.9 

Twins 4.70 ± 0.5 29.51 ± 5.1 31.86 ± 3.2 33.11 ± 2.9 35.97 ± 2.9 36.68 ± 3.1 38.23 ± 2.7 39.15 ± 2.6 

Difference in  

mean body  

weight (%) 

16.07 8.24 8.16 6.10 4.26 3.37 2.65 4.42 
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Table 2. Pearson correlation coefficients (r) (P ≤ 0.05) between plasma concentrations of KiSS-10, NKB and Dyn A  

in singleton and twin Polish Uhruska ewes between their 4th and 10th months of life 
 

  KiSS-10 NKB Dyn A 

Singletons 

KiSS-10 − 0.86 −0.55 

NKB 0.86 − −0.89 

DynA −0.55 −0.89 − 

Twins 

KiSS-10 − 0.89 −0.98 

NKB 0.89 − −0.94 

DynA −0.98 −0.94 − 

 

 
  
Fig. 1. Concentration of kisspeptin-10 (KiSS-10) (ng/L) by month of life of singleton (S – n = 13) and twin  

(T – n = 11) ewes. The values presented in the figure are mean (±SD) concentrations in the plasma collected 

monthly every 15 min for 2 h. * – statistically significant difference between S and T (P-value ≤ 0.05); a, b, 

c, d and e – mean values in a particular month marked with different letters differ significantly  

(P-value ≤ 0.05) 

 

 
 

Fig. 2. Concentration of neurokinin B (NKB) (ng/L) by month of life of singleton (S – n = 13) and twin  

(T – n = 11) ewes. The values presented in the figure are mean (±SD) concentrations in plasma collected monthly 
every 15 min for 2 h. * – statistically significant difference between S and T (P-value ≤ 0.05); a, b, c – mean values 

in a particular month marked with different letters differ significantly (P-value ≤ 0.05) 
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Fig. 3. Concentration of dynorphin A (Dyn A) (ng/L) by month of life of singleton (S – n = 13) and twin  

(T – n = 11) ewes. The values presented in the figure are mean (±SD) concentrations in the plasma collected 

monthly every 15 min for 2 h. a, b – mean values obtained in a particular month marked with different 

letters differ significantly (P-value ≤ 0.05) 

 

  
Fig. 4. Changes in plasma kisspeptin-10 (KiSS-10), neurokinin B (NKB) and dynorphin A (Dyn A) 

concentrations in singleton Polish Uhruska ewes from the 4th to 10th month of life 

 

  
Fig. 5. Changes in plasma kisspeptin-10 (KiSS-10), neurokinin B (NKB) and dynorphin A (Dyn A) 

concentrations in twin Polish Uhruska ewes from the 4th to 10th month of life 
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Discussion  

Puberty is a major multifactorial phenomenon that 

involves neuroendocrinological changes leading to the 

onset of sexual maturity in animals and humans. A key 

step in initiating this process is an increase in pulsatile 

secretion of GnRH and gonadotropins that promotes the 

maturation of ovarian follicles, leading to elevated 

oestrogen levels that initiate the GnRH and LH surge 

resulting in the occurrence of the first ovulation. The 

onset of puberty in sheep can be delayed by genetic and 

nutritional factors, environmental conditions and 

hormonal and metabolic regulation (1, 5, 24, 28). A low 

birth weight is one of the factors contributing to delayed 

puberty in lambs, particularly in those born from twin 

pregnancies or to ewes with a high body weight (9, 22, 

23). In general, ewes reach puberty once they attain  

a critical body weight and a metabolic condition that 

enables the hypothalamic–pituitary–gonadal (HPG) axis 

to become fully functional. Any disturbance in these 

processes can interfere with the normal timing of sexual 

maturation and delay the onset of reproductive function. 

The specific neural processes responsible for the rise in 

GnRH and secretion of gonadotropins at the onset of 

puberty are not fully elucidated. However, it is known 

that three neuropeptides seem to play a key role in this 

process: KiSS, NKB and Dyn produced by KNDy 

neurons in the ARC of the hypothalamus (30) and the 

anterior pituitary (27). 

The study of anterior pituitary cells collected from 

pubescent ewes noted their LH and FSH secretion to be 

potentiated by KiSS-10 in vitro (27). This suggests the 

potential role of KiSS in gonadotropin secretion not only 

via mechanisms in the hypothalamus but also directly  

at the pituitary level. The hypothalamic contribution has 

been extensively documented. In sheep, the KISS1 

gene’s expression in the ARC has been shown to 

increase significantly in the period preceding the first 

ovulation (21). In addition, intravenous administration 

of kisspeptin to prepubertal ewe lambs increased the LH 

pulse frequency, indicating its ability to activate the 

reproductive axis despite the immaturity of the 

neuroendocrine system (21). The importance of 

kisspeptin has also been clearly confirmed in studies in 

other species. Mice with knocked out KISS1 or GPR54 

(the gene encoding the orphan G protein-related 

membrane receptors for KiSS) did not enter puberty and 

developed permanent hypogonadism (10). In humans, 

mutations in the GPR54 gene cause congenital 

hypogonadotropic hypogonadism, leading to delayed or 

completely suppressed puberty (6). In primates such as 

Macaca mulatta, KiSS-10 administration also activated 

pulsatile GnRH and LH secretion, indicating that the 

mechanism of action of this neuropeptide is conserved 

among mammals (16). Studies conducted in juvenile 

monkeys showed that repeated intravenous 

administration of KiSS-10 led to premature GnRH 

secretion, which in turn initiated sexual maturation. All 

these observations support the idea that KiSS-10 plays  

a primary role in the regulation of the HPG axis, and its 

deficiency or any disruption of the KISS1/GPR54 

signalling pathway may be one of the key pathogenic 

links in cases of delayed puberty (16, 19). In the present 

study, we have shown that the plasma KiSS-10 levels in 

ewes coming from single pregnancies increased 

progressively from the fourth to the eighth months of 

life, reaching the highest level in the study period in the 

eighth month. In contrast, the KiSS-10 concentrations 

rose in the ewes from multiple pregnancies throughout 

the study. The highest plasma KiSS-10 concentration in 

this group was recorded after the 10th month. These 

results correlated with the initiation of ovarian activity, 

which was monitored laparoscopically in both groups. 

The later peak of the KiSS-10 level in the ewes coming 

from twin pregnancies could be related to delayed 

puberty; however, precise determination of the time and 

mechanism of ovine achievement of sexual maturity will 

require investigation of GnRH/LH pulses in further 

research studies. As reported by Yang et al. (35), higher 

average plasma kisspeptin levels were observed in  

a group of girls with idiopathic central precocious 

puberty than in a group with simple premature thelarche 

and the control group. In summary, plasma KiSS levels 

increase at the onset of puberty, which suggests that this 

neuropeptide may serve as a marker to assess the 

effectiveness of treatment for precocious puberty. 

Neurokinin B can stimulate GnRH secretion via the 

NK3R receptor. Studies using the NK3R agonist 

senktide in prepubertal lambs have shown an increase in 

LH release, confirming the functional role of NKB in 

modulating GnRH activity even before sexual maturity 

(14). Also, studies in adult female sheep have shown that 

activation of the NK3R receptor by this agonist 

stimulates LH secretion, indicating that NKB plays  

an important role in the proper functioning of the HPG 

axis (4). Importantly, NK3R receptors are not present on 

GnRH neurons themselves but are abundantly expressed 

in hypothalamic regions, such as the ARC, POA and 

particularly the retrochiasmatic area. The stimulatory 

effect of NKB on GnRH secretion is thus mediated 

indirectly, most likely through KNDy neurons located in 

the ARC. These neurons co-express KiSS and NKB, 

which are essential for the generation of pulsatile GnRH 

release (4). In our current study, we have demonstrated 

that the plasma concentration of NKB, similarly to that 

of KiSS-10, was dependent on the month of age. In the 

singletons, the NKB levels gradually increased between 

the fourth and eighth months of life, with the highest 

concentration in the whole study period observed in the 

last of these months. In the twins, comparable rises in 

plasma NKB levels were noted from the fourth to the 

ninth months, reaching the mean highest level during the 

entire observed period in the ninth month of life. The 

later highest secretion of NKB by the twins may be 

associated with the delayed puberty in this group. In 

addition to these hypothalamic mechanisms, NKB also 

exerts direct effects at the pituitary level. In our previous 

in vitro study, NKB caused an increase in KiSS-10 



 N. Szysiak et al./J Vet Res/70 (2026) 139-147 145 

 

 

secretion by anterior pituitary cells collected from 

pubescent ewes (26). This suggests a potential direct role 

of NKB in the secretion of KiSS-10 at the pituitary level. 

We have also shown that the in vitro exposure of ovine 

pituitary cells to NKB led to an increase in gonadotropin 

secretion (27). Therefore, the increase in NKB observed 

at the onset of puberty may be due not only to regulatory 

mechanisms in the hypothalamus but also to 

mechanisms related to the pituitary gland. 

Available data indicate that Dyn A acts as  

an inhibitor on KNDy neurons via the KOR, reducing 

the frequency of GnRH pulses and, consequently, 

decreasing gonadotropin secretion (15). Weems et al. 

(32) provided functional evidence for the involvement 

of dynorphin in the termination of the GnRH pulse in 

sheep. In addition, studies conducted in prepubertal 

Suffolk sheep indicated the potential role of Dyn A in 

delaying puberty by inhibiting the pulsatile secretion of 

LH. Central administration of norbinaltorphimine  

(a KOR antagonist) increased LH secretion in 

ovariectomised prepubertal Suffolk ewe lambs treated 

with 17β-oestradiol, but not in the same sheep after 

reaching puberty (12). Studies conducted in other animal 

species showed that dynorphin inhibited pulsatile LH 

secretion: in prepubertal female Wistar-Imamichi rats, 

the neuropeptide delayed puberty, and chronic 

intraperitoneal administration of norbinaltorphimine 

resulted in an increased LH pulse frequency via 

attenuation of KOR signalling in KNDy neurons in the 

ARC (13). As shown by Harlow et al. (7), the number of 

ARC cells expressing dynorphin mRNA was lower in 

postpubertal gilts than in the prepubertal period. 

However, studies conducted on Corriedale ewes showed 

that the quantity of ARC cells expressing dynorphin 

mRNA was higher during the postpubertal luteal phase 

(11). The results of our current study showed that the 

level of Dyn A in blood plasma reached the lowest value 

in the seventh month of life in ewes coming from single 

pregnancies and in the ninth month of life in the case of 

sheep coming from twin pregnancies and thereby 

predisposed to delayed puberty. Considering the 

inhibitory effect of Dyn A on the pulsatile secretion of 

GnRH, which postpones the onset of puberty, the 

decrease in the level in the months in which the highest 

levels of KiSS-10 and NKB were observed seems to be 

correlated with the onset of ovarian activity in both 

groups. The highest plasma Dyn A concentrations in the 

singletons and the twins was observed in the fourth and 

fifth months, before the animals reached sexual maturity. 

Therefore, in the present study, we observed an inverse 

relationship between the Dyn A concentration and the 

age of ewes, compared to KiSS-10 and NKB. Moreover, 

in our previous in vitro research Szysiak et al. (27), we 

demonstrated that Dyn A increased LH and FSH 

secretion by anterior pituitary cells from pubescent ewe 

lambs. As reported in the earlier study Szysiak et al. 

(26), Dyn A had no significant effect on KiSS-10 

secretion by ovine pituitary cells in vitro. This may 

suggest that Dyn A stimulates gonadotropin secretion 

directly at the pituitary level.  

In the present study, a positive correlation was 

shown between the changes in the KiSS-10 plasma 

concentrations and those in the NKB concentrations 

persisting from the 4th to the 10th month of life in ewes 

coming from both single and twin pregnancies. 

However, a negative correlation was found between the 

KiSS-10 and the Dyn A concentrations and between 

those of NKB and of Dyn A in the same frame of 

reference. It appears that the initiation of ovarian activity 

through the occurrence of the first ovulation is 

associated in ewes of both birth circumstances with 

concurrent positively correlated increases in KiSS-10 

and NKB concentrations with age in the blood plasma, 

and decreases in the Dyn A concentration. In our 

previous in vitro study, a high positive correlation was 

observed between the secretion of NKB and that of 

KiSS-10 by anterior pituitary cells isolated from 

pubescent ewes (26). Therefore, NKB modulates  

KiSS-10 secretion at the pituitary level, with its impact 

depending on the time of exposure and its concentration 

in the culture medium (26). Although the direct effect of 

NKB on in vitro KiSS-10 secretion by ovine pituitary 

cells does not directly correspond to KiSS-10 levels in 

blood plasma, a comparable interaction might take place 

in other locations where these neuropeptides are 

produced. Our previous study’s results point to Dyn A 

having no significant effect on the secretion of KiSS-10 

by pituitary cells in pubescent ewes (26). Therefore, the 

observed inverse relationship between changes in  

KiSS-10 and Dyn A plasma concentrations may have 

been caused by other factors. The elucidation of the 

relationship between KiSS-10, NKB and Dyn A, 

especially the inverse correlation between KiSS-10 and 

Dyn A and between NKB and Dyn A, requires further 

research. 

Conclusion 

In the present study, we characterised the 

relationship between KiSS-10, NKB and Dyn A in the 

course of normal and delayed puberty in pubescent ewes 

from the 4th to the 10th month of life. Our findings 

suggest that these neuropeptides may regulate the timing 

of reproductive activity onset in sheep. Further studies 

are needed to elucidate the specific roles of KiSS-10, 

NKB and Dyn A in regulating the HPO axis during 

sexual maturation or in the mechanisms underlying 

delayed puberty in ewes. 
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