
Bezplodnosc, zaklocenia procesow owulacji i sekrecji gonadotropin ŝ  powaznymi 

schorzeniami cywilizacyjnymi, stwarzaj^cymi istotne problemy zarowno medycynie ludzkiej, 

jak i weterynaryjnej. Dotychczasowe badania nad rozrodem zwierzqt przyczyniiy si§ przede 

wszystkim do wyjasnienia neuroendokrynnych mechanizmow sekrecji gonadotropin 

w roznych stanach fizjologicznych zwierz^cia, takze w warunkach stresogennych. Brak 

natomiast byio informacji o ekspresji genu receptora GnRH (GnRH-R) w podwzgorzu owcy, 

oraz jego funkcji w regulacji ekspresji genu gonadoliberyny (GnRH) w roznych stanach 

fizjologicznych. Wyniki badan przeprowadzonych na gryzoniach laboratoryjnych sklonily do 

wysuni^cia hipotezy, wedlug ktorej te neurotransmitery i neuromodulatory, ktore stymuluja 

sekrecji GnRH, stymulujarowniez ekspresji genu tego hormonu. Zgodnie z tym zalozeniem -

te uklady neuralne, ktore hamuj^ uwalnianie gonadoliberyny w wynioslosci posrodkowej 

podwzgorza, powinny takze hamowac powstawanie mRNA dla tego neurohormonu. 

Sprawdzaj^c slusznosc tej hipotezy, w badaniach stanowi^cych przedmiot niniejszej 

rozprawy dokonano kompleksowej analizy poziomow ekspresji genu GnRH oraz genu 

receptora tego neurohormonu w wybranych strukturach ukladu podwzgorzowo-

przysadkowego owcy w roznych stanach fizjologicznych, takze w warunkach stresogennych. 

Badano rowniez wplyw aktywacji i blokownia ukladow neuralnych zaangazowanych 

w kontrol? sekrecji gonadotropin na poziomy mRNA GnRH i GnRH-R. Analizy te 

uzupelniono badaniem poziomu hormonu luteotropowego (LH) uwalnianego z przedniego 

ptata przysadki mozgowej. Doswiadczenia poswi^cono wi§c procesom zaangazowanym 

w kontrol? aktywnosci ukladu gonadotropowego na poziomie molekulamym, a maj^c na 

uwadze tylko nieliczne istniej^ce wyniki badan roznych etapow ekspresji genu GnRH 

w podwzgorzu u owcy oraz brak informacji o ekspresji genu GnRH-R w tej strukturze, praca 

ta ma charakter poznawczy. 

Szczegolowe ceie pracy: 

1. Okreslenie wspolzaleznosci mi^dzy poziomami ekspresji genu GnRH i genu receptora 

GnRH w ukladzie podwzgorzowo-przysadkowym a uwalnianiem GnRH/LH u owiec 

anestralnych oraz w fazach p^cherzykowej i cialka zohego cyklu estralnego. 

2. Zbadanie wpiywu czynnikow stresogermych (krotkotrwalych i o przedluzonym dzialaniu) 

na poziom mRNA GnRH i mRNA GnRH-R w wybranych strukturach ukladu 

podwzgorzowo-przysadkowego owcy w poszczegolnych okresach cyklu piciowego. 
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3. Okreslenie roll ukladow neuralnych hamuj^cych uwalnianie GnRH/LH 

(P-endorfinergicznego i CRH-ergicznego) w regulacji ekspresji genu GnRH i genu 

GnRH-R w ukladzie podwzgorzowo-przysadkowym owiec estralnych. 

Przedstawione doswiadczenia przeprowadzono na samicach owiec rasy Merynos 

Polski, w roznych okresach cyklu piciowego. Wykonano 3 doswiadczenia, uzywaj^c l^cznie 

72 osobnikow, a na ich wykonanie uzyskano stosowne zezwolenia Lokalnej Komisji 

Etycznej. 

Zwierz^ta byly dobrze zaaklimowane do warunkow laboratoryjnych. Co najmniej 

przez miesi^c bezposrednio poprzedzaj^cy rozpocz^cie badan przebywaly w oddzielnych 

boksach, w naturalnym fotoperiodzie, z wolnym dost^pem do wody i standardowej paszy dla 

owiec. W celu unikni^cia stresu izolacji zapewniono owcom staly wzrokowy kontakt 

z iimymi osobnikami tego samego gatunku, utrzymywany takze podczas wszelkich procedur 

doswiadczalnych. 

Doswiadczenie 1 przeprowadzono na 18 owcach. Celem doswiadczenia byto 

okreslenie poziomow ekspresji mRNA dla GnRH i receptora GnRH w ukladzie 

podwzgorzowo-przysadkowym owcy w roznych stanach fizjologicznych: w sezonowym 

okresie anestralnym oraz w fazach p^cherzykowej i cialka zoltego cyklu estralnego. 

Poziom ekspresji badanych genow analizowano w wybranych strukturach obszaru 

przedwzrokowo-podwzgorzowego, pokazanych na Rys. 1: POA - okolica przedwzrokowa, AH 

przednie podwzgorze, V M - brzuszno-przysrodkowe podwzgorze, SME 

szypula/wynioslosci posrodkowej oraz w przednim placie przysadki mozgowej (AP). 

Rys. 1. Przekroj przez mozg owcy. 
Czamymi liniami zakreslono pobierane 
struktury. 



Doswiadczenie 2 przeprowadzono na 24 owcach. Celem doswiadczenia byio zbadanie 

wpiywu czynnikow stresogermych na poziom mRNA GnRH i mRNA GnRH-R w ukladzie 

podwzgorzowo-przysadkowym anestralnych owiec i samic w fazie p^cherzykowej cyklu 

estralnego. Czynnikiem stresogeimym byly Iagodne impulsy pr^du elektrycznego (l=3mA) 

przekazywane na przednie konczyny zwierz^cia przez 3 godziny podczas jednego dnia (stres 

krotki), lub 5 godzin dziermie przez cztery kolejne dni (stres o przedluzonym dzialaniu). 

Doswiadczenie 3 przeprowadzono na 30 owcach. Celem tego doswiadczenia byio 

okreslenie funkcji ukladow: CRH-ergicznego i P-endorfmergicznego w regulacji ekspresji 

GnRH i GnRH-R u samic w fazie p^cherzykowej cyklu estralnego. W zaleznosci od grupy 

doswiadczalnej zwierz^tom infundowano domozgowo odpowiednio roztwory: CRH, 

antagonisty CRH, P-endorfiny lub naloksonu w dawce 20|j,g/ml plynu Ringera. Owce 

kontrolne otrzymywaly analogiczne infuzje plynu Ringera. 

Infuzje do I I I komory mozgu przeprowadzano w sposob pulsacyjny przy uzyciu 

pompy mikroiniekcyjnej zaopatrzonej w jednocentymetrow^ strzykawk?, w odst^pach 

40-minutowych przez 5 godzin dziermie podczas 3 kolejnych dni, pocz^wszy od 14 dnia 

cyklu. Owce otrzymywaly po 2 |j.l infundowanego roztworu w c i ^ u minuty, a dzienna dawka 

wynosila 4 |j.g odpowiedniego zwiqzku na jednego osobnika. 

Podczas doswiadczeh od wszystkich zwierz^t pobierano probki krwi, o obj^tosci 4 ml 

kazda. Krew pobierano w odst^pach 10-minutowych przez pi^c kolejnych godzin, po czym 

przygotowywano surowice, w ktorych oznaczano poziom LH standardow^ metod^ 

radioimmunologicznq. z uzyciem podwojnych przeciwcial. Parametry pulsacyjnej sekrecji 

hormonu (cz^stotliwosc i amplitude pulsow) okreslano dla kazdego osobnika stosuj^c 

program komputerowy PC-PULSAR. 

Po zakonczeniu doswiadczeh zwierz^ta dekapitowano i post mortem pobierano 

odpowiednie struktury podwzgorza oraz przysadk?. Poziom ekspresji genow GnRH i GnRH-

R w wyizolowanych tkankach okreslano przy uzyciu techniki RT-PCR lub RT-PCR w czasie 

rzeczywistym (Real time RT-PCR) i wyrazano wzgl^dem bydl^cego genu referencyjnego -

dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH). 

W przedstawionych badaniach wlasnych wykazano po raz pierwszy obecnosc mRNA 

GnRH-R w podwzgorzu owcy oraz okreslono wspolzaleznosci mi^dzy poziomami ekspresji 

genow GnRH i GnRH-R a uwalnianiem LH w ukladzie podwzgorzowo-przysadkowym u tego 



gatunku. Wyniki przeprowadzonych badan sugeruj^ rowniez, ze w komorkach 

gonadotropowych moze zachodzic ekspresja drugiej formy GnRH. Na tak^ mozliwosc 

wskazuje obecnosc dluzszego produktu reakcji PGR w tkance pochodz^cej z gruczolu 

przysadki, oraz jego powielanie przez par? starterow zastosowan^ w niniejszym ukiadzie 

doswiadczalnym do amplifikacji pierwszej formy neurohormonu. 

Uzyskane wyniki mozna zreasumowac nast^puj^co: 

1. Wykazano, ze ekspresja GnRH i GnRH-R w ukiadzie podwzgorzowo-przysadkowym 

owcy jest zroznicowana w poszczegolnych okresach cyklu piciowego. Poziomy 

transkryptow obydwu badanych genow oraz st^zenie LH w surowicy krwi u owiec 

w cyklu estralnym ŝ  wyzsze niz u zwierz^t w sezonie anestralnym. 

2. Poddanie owiec anestralnych czyimikom stresogennym, zarowno krotkotrwaiym, jak 

i o przedluzonym dzialaniu, spowodowaio wzrost poziomow ekspresji genu GnRH oraz 

genu GnRH-R w okolicy przedwzrokowej, przednim- i brzuszno-przysrodkowym 

podwzgorzu, oraz wzrost poziomow mRNA GnRH-R w wynioslosci posrodkowej 

i w przednim placie przysadki mozgowej. Zwi?kszon^ sekrecj? LH wykazano tylko 

u anestralnych samic poddanych krotkotrwaiej stymulacji. Podobny efekt do 

obserwowanego u anestralnych owiec stwierdzono u samic w fazie p^cherzykowej cyklu 

estralnego, poddanych czynnikom stresogennym o krotkotrwaiym dzialaniu. Poziomy 

mRNA GnRH w podwzgorzu i mRNA GnRH-R w tej strukturze oraz w przysadce byiy 

istotnie wyzsze w porownaniu z poziomami wykazanymi u zwierz^t w grupie kontrolnej 

(nie poddanych dzialaniu czynnikow stresogennych). Ponadto krotkotrwata stymulacja 

indukowala wzrost sekrecji LH, podczas gdy przediuzone stosowanie stresora obnizaio 

poziomy mRNA GnRH i mRNA GnRH-R w strukturach podwzgorza (z wyj^tkiem POA), 

a takze uwalnianie LH z przedniego piata przysadki. 

3. Infuzje CRH, P-endorfmy i ich antagonistow spowodowaiy odpowiednio obnizenie lub 

wzrost poziomow mRNA GnRH w podwzgorzu oraz sekrecji LH, i w rozny sposob 

wpiyn^iy na ekspresj? genu receptorowego w poszczegolnych strukturach ukladu 

podwzgorzowo-przysadkowego. Aktywacja receptorow CRH wywoiala wzrost ekspresji 

genu GnRH-R w okolicy przedwzrokowej i obnizyia wartosc tego wskaznika 

w podwzgorzu i przednim placie przysadki mozgowej. Zablokowanie tych receptorow 

wywoiaio efekt przeciwstawny w porownaniu z odnotowanym po ich aktywacji. 

Aktywacja receptorow |a-opioidowych spowodowaia wzrost poziomu mRNA GnRH-R 
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w okolicy przedwzrokowej i jego obnizenie w brzuszno-przysrodkowym podwzgorzu, 

szypule/wynioslosci posrodkowej oraz przysadce. 

Przeprowadzone badania pozwolily na wyci^ni^cie nast?puj^cych wnioskow: 

1. Wykazana po raz pierwszy w podwzgorzu owcy obecnosc transkryptu dla receptora GnRH 

moze sugerowac, ze mRNA GnRH-R jest zaangazowany w kontrol? biosyntezy GnRH 

w neuronach podwzgorza i/lub uwalniania neurohormonu na zakohczeniach nerwowych 

tych komorek. 

2. Receptory GnRH mog^ bye zlokalizowane w roznych ukladach neuralnych podwzgorza, 

a ich wplyw na ekspresj? genu GnRH i/lub uwalnianie gonadoliberyny zachodzi 

prawdopodobnie poprzez roznorodne mechanizmy. 

3. Poziomy ekspresji genow GnRH i receptora GnRH w podwzgorzu oraz genu receptora 

GnRH w przednim placie przysadki mozgowej zmieniaj^ si? w poszczegolnych stanach 

fizjologicznych owiec. 

4. Stres w specyficzny sposob moduluje ekspresj? genow GnRH i GnRH-R; wplyw stresu 

zalezy od stanu fizjologicznego zwierz?cia oraz czasu oddzialywania bodzca 

stresogennego. Istnienie pozytywnej zaleznosci mi?dzy zmianami ekspresji genow GnRH 

i GnRH-R a zmianami st?zen LH u owiec poddanych dzialaniu czynnika stresogennego 

w sezonie estralnym wskazuje, ze zaklocenia sekrecji gonadotropin i procesow 

owulacyjnych w warunkach stresogennych mog^ bye nast?pstwem nie tylko zmian 

w pulsacyjnym sposobie uwalniania GnRH, lecz takze w biosyntezie tego hormonu 

i aktywnych form jego receptora. 

5. Obecnosc drugiej formy GnRH (GnRH-II) w przysadce owiec w fazie p?cherzykowej 

cyklu estralnego poddanych dzialaniu ostrego stresu moze wskazywac na udzial tej drugiej 

formy neurohormonu w reakcji stresowej u cyklicznych samic. Bye moze dzialaj^c auto-

i/lub parakrynowo GnRH-II moduluje aktywnosc sekrecyjn^ komorek gonadotropowych 

przysadki. 

6. Uklady neuralne, ktore hamuj^ uwalnianie GnRH/LH w cyklu estralnym: CRH-ergiczny 

i P-endorfinergiczny, obnizajq poziom mRNA genu GnRH w podwzgorzu i wplywajei na 



ekspresj? genu GnRH-R w tej strukturze a takze w przednim placie przysadki mozgowej. 

Istnienie pozytywnej zaleznosci mi?dzy zmianami ekspresji genu GnRH w podwzgorzu 

i GnRH-R w przysadce a zmianami st?zen LH, po aktywacji receptorow CRH 

i |a.-opioidowych sugeruje, ze regulacja sekrecji GnRH/LH przez CRH i P-endorfm? moze 

zachodzic na poziomie molekulamym. 

'. Zroznicowane poziomy mRNA zarowno GnRH jak i GnRH-R, obserwowane 

w poszczegolnych strukturach podwzgorza badanych owiec mog^ bye rezultatem roznic na 

wielu poziomach regulacyjnych: aktywnosc transkrypcyjna tych genow, stabilnosc 

/degradacja transkryptow, poziom biosyntezy GnRH i aktywnych form jego receptora. 

Dokiadna analiza procesow postranskrypcyjnych powinna bye przedmiotem kolejnych 

etapow tych badan, gdyz moze przyczynic si? do lepszego zrozumienia mechanizmow 

kontroluj^cych uwalnianie GnRH z podwzgorza i sekrecj? gonadotropin z przedniego plata 

przysadki mozgowej. 


