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STRESZCZENIE

Badanie biologicznego fenomenu sezonowej reprodukcji i mechanizmoéw lezacych u jego
podstaw obejmuje wiele zagadnien. Wsrod nich znajdujg si¢: identyfikacja czynnikow
srodowiskowych, ktore reguluja te procesy oraz proby wyjasnienia neurobiologicznej drogi
odbierania 1 przetwarzania sygnatéw Srodowiskowych. Fotoperiod jest glownym
I najbardziej wiarygodnym czynnikiem synchronizujagcym roczne cykle reprodukcyjne
sezonowo rozmnazajacych si¢ zwierzat. Mechanizmy tej regulacji nie s3 do konca
poznane. Dotychczasowe badania wskazuja, ze w fotoperiodycznej synchronizacji
aktywnosci rozrodczej bierze udziat nie jeden a co najmniej kilka systeméw regulacyjnych,

ktore majg swoj poczatek w siatkdwcee oka 1 konczg si¢ w generatorze pulséw GnRH.

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy sg nastepstwem wykazania Sezonowej
zmiennosci sekrecji CO w obszarze oka i majg za cel okreslenie drogg posrednia czy tlenek
wegla drogg przeciwpradowego przenikania w obszarze zatoki jamistej moze bezposrednio
dociera¢ do struktur mézgowych 1 wptywac na regulacje fizjologiczne u samcoéw zwigzane

Z rozrodem.

Do doswiadczen uzyto 48 dojrzatych piciowo samcow krzyzoéwki dzika europejskiego
1 $wini domowej. Zwierzeta zostaly przydzielone do dwoch analogicznych grup

doswiadczalnych.

W doswiadczeniu pierwszym prowadzono 48-godzinng infuzj¢ do zatoki zylnej oka
autologicznego osocza krwi o doswiadczalnie podwyzszonym stezeniu tlenku wegla. Taka
sama procedura eksperymentalna zostata przeprowadzona na osobnych grupach zwierzat
w okresie dlugich (czerwiec n=6) oraz krétkich (grudzien n=6) dni $wietlnych.
Odniesieniem do obu grup eksperymentalnych byly prowadzone réownolegle kontrolne
grupy zwierzat (czerwiec n=6; grudzien n=6), ktérym w tych samych warunkach do zatoki

zylnej oka przez 48 godzin infundowano autologiczne osocze.

W doswiadczeniu drugim prowadzono 48-godzinng infuzje do zatoki zylnej oka
autologicznej krwi poddanej naswietlaniu $wiattem LED. Taka sama procedura
eksperymentalna zostala przeprowadzona na osobnych grupach zwierzat w okresie dtugich

(czerwiec; n=6) oraz krotkich (grudzien; n=6) dni $§wietlnych. Odniesieniem do obu grup



eksperymentalnych byty prowadzone réwnolegle kontrolne grupy zwierzat (czerwiec n=6;
grudzien n=6), ktérym w tych samych warunkach do zatoki zylnej oka przez 48 godzin

infundowano autologiczng krew.

W kazdej grupie doswiadczalnej, w trakcie 48-godzinnej infuzji, od zwierzat w odstepach
2-godzinnych pobierano krew krazenia obwodowego do analiz st¢zenia hormonu
luteotropowego, folikulotropowego oraz melatoniny. Po zakonczeniu czesci
eksperymentalnej w celu analizy ekspresji genow gonadoliberyny (GnRH), jej receptora
(GnRH-R) oraz podjednostek gonadotropin (o, LhB, Fshf) od zwierzat, poubojowo,
pobierano przysadke médzgowa oraz podwzgoérze. Tkanki zamrazano w ciektym azocie

i przechowywano w temperaturze -80°C do momentu wykonania analizy ekspresji genow.

Stezenie hormondéw w zylnej krwi obwodowej oznaczano metodg radioimmunologiczng.
Ekspresje genéw gonadoliberyny (GnRH), jej receptora (GnRH-R) oraz podjednostek
gonadotropin (a, LAp, Fshf)) w tkankach podwzgorza oraz przysadki mézgowej oznaczono
metodg Real-Time PCR.

Wyniki badan wykazaty, ze doswiadczalne zwigkszenie stezenia CO we krwi zylnej
odptywajacej z oka do zylnej =zatoki jamistej okoloprzysadkowego kompleksu
naczyniowego u obu grup doswiadczalnych samcow krzyzowek swini domowej i dzika,
spowodowato zarowno w okresie krotkich jak 1 dtugich dni §wietlnych zmiany w poziomie
ekspresji genow osi podwzgorzowo-przysadkowej (GnRH, GnRH-R, o, Lhf, Fshp).
Jednoczesnie wykazano wzrost sekrecji LH w sezonie letnim 1 jej obnizenie w sezonie
zimowym. Zwickszenie stezenia CO w krwi odptywajacej z zatoki ocznej istotnie

wplyneto rowniez na dobowy profil sekrecji melatoniny.

Podsumowujac, wyniki badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy wskazuja, ze
tlenek wegla wytwarzany pod wptywem $wiatta w oku dociera drogg przeciwpradowego
przenikania w obszarze splotu okoloprzysadkowego z naczyn zylnych do tetniczych
zaopatrujacych bezposrednio mézg i1 wpltywa na ekspresj¢ gendow osi podwzgdrzowo-
przysadkowej krzyzowki §wini domowej i dzika a w konsekwencji na sekrecj¢ hormondéw

regulujacych procesy rozrodcze.
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ABSTRACT

Investigation into the biological phenomenon of seasonal reproduction, and its underlying
regulatory mechanisms has focused on a wide variety of topics. These include
identification of environmental cues which regulate the process and elucidation of the
neurobiological pathway for perception and processing of these environmental cues.
Photoperiod is the most reliable cue for timing reproduction in seasonal breeding animals.
The mechanisms in this regulation are not well understood. Previous studies indicate that
in photoperiodic synchronization of the reproductive activity there are involved at least a
few regulatory systems, which start with the retina and end at the GnRH pulse generator.

This work is the next step of previous research which shown that the secretion of CO in the
eye into the ophthalmic venous blood of the wild boar and pig crossbreed changes
depending on season. The aim of this work is to determine by indirect way whether carbon
monoxide by counter-current exchange in the perihypophyseal vascular complex may be
destination transported to the brain and influence the neural centers of the brain regulating

the reproductive processes.

48 sexually mature wild boar and domestic pig crossebred males were used. The

experimental animals were assigned to two treatment groups:

In the first experiment the animals received autologous blood plasma infused into the
ophthalmic venous sinus for 48 hours with an experimentally induced increase in CO
concentration. The identical procedure was performed during the longest days of summer
(n=6) and during the shortest days of winter (n=6). Control groups (June n=6; December
n=6) received autologous blood plasma infused into the ophthalmic venous sinus for 48

hours.

In the second experiment the animals received autologous blood infused into the
ophthalmic venous sinus for 48 hours with an experimentally induced increase in the CO
concentration, achieved by two-hour irradiation by LED light. The identical procedure was
performed during the longest days of summer (n=6) and during the shortest days of winter
(n=6). Control groups (June n=6; December n=6) received autologous blood infused into

the ophthalmic venous sinus for 48 hours.
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All animals were sampled at 2-hr intervals for 48 hr for LH, FSH and melatonin content in
peripheral blood. In order to analyze the effect of CO on GnRH and GnRH-R mRNA and
gonadotropin subunits (o, LAS, Fshf) mRNA levels, animals in each group were sacrificed
after 48h infusion with the experimentally induced increase of concentration of CO. The
hypothalamus and pituitary gland were immediately removed, frozen in liquid nitrogen and
stored at -80°C until analysis of gene expression.

The peripheral blood samples were used to determine the concentration of hormones using
the radioimmunological method. The GnRH and GnRH-R mRNA and gonadotropin
subunits (a, LAp, Fshff) mRNA levels were determined by Real-Time quantitative PCR.

The elevated CO concentration in the blood flowing out of the ophthalmic venous sinus in
both experimental groups of males of the wild boar and domestic pig crossbred led to
changes in the expression of hypothalamo-pituitary axis genes (GnRH, GnRH-R and
gonadotropin subunits: a, Lhf and Fshf) during long and short days. There was shown
increase in LH secretion in the summer and decrease in LH secretion in the winter. The
elevated CO concentration in the blood flowing out of the ophthalmic venous sinus had

significant affect on melatonin secretion circadian profile.

To sum up, the results of this study show that light-induced carbon monoxide produced in
the eye may be transported in the venous blood and transferred, by counter-current
mechanism, to the arterial blood in the perihypophyseal vascular complex and then carbon
monoxide can influence the neural centers of the brain regulating the reproductive

processes.
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I WSTEP

1. Sezonowos$¢ w rozrodzie u ssakow

Konsekwencja zlozonych ruchéw Ziemi wokél Slonca jest nastepstwo dnia i1 nocy,
sezonowe zmiany dlugosci dnia oraz kata padania promieni stonecznych na Ziemig.
W wyniku cyklicznych zmian napromieniowania, na powierzchni Ziemi wystepuja
regularne zmiany w klimacie (pory roku) o amplitudzie szczeg6lnie nasilonej w strefach
sredniej 1 wysokiej szerokosci geograficznej. Nastepstwo por roku wplywa na wegetacje
roslin determinujgc dostepnos¢ pozywienia dla zwierzat roslinozernych a w konsekwencji
dla migsozercow. W toku ewolucji zwierzgta wyksztalcity liczne strategie radzenia sobie
z cyklicznie zmieniajagcymi si¢ warunkami Srodowiskowymi, zwigkszajace szanse na
przetrwanie surowych warunkow zycia w zimie lub w porze suchej. U wielu gatunkéw
ssakoOw natezenie procesOw metabolicznych, ilo$¢ spozywanego pokarmu, masa ciafa,
kolor oraz jako$¢ siersci czy jako$¢ pokrywy wlosowej zmienia si¢ w okreslonych cyklach
rocznych. Aktywnos$ci wymagajace wysokich kosztow energetycznych zbiegajg si¢

z optymalnymi warunkami klimatycznymi oraz z obfitoscig lokalnych zasobow zywnosci.

Wiele gatunkow zwierzat zyjacych w strefie umiarkowanej dostosowuje swoja fizjologie
reprodukcyjng do wystepujacych w cyklu rocznym zmian w $rodowisku naturalnym.
Ograniczenie aktywno$ci rozrodczej do okreslonego okresu roku, jest jedng
z najwazniejszych strategii ewolucyjnych zwierzat, zwigkszajacych ich szanse na sukces
biologiczny jakim jest posiadanie potomstwa. Proces reprodukcji wymaga ogromnych
wydatkow energetycznych zwigzanych z aktywnoscig w okresie rui, cigzy, opieki nad
potomstwem czy obrong terytorium. Nowo narodzone potomstwo jest bardziej wrazliwe na
niekorzystne warunki $rodowiska niz jego rodzice. Sezonowo$¢ rozrodu zapewnia
przyjScie na $wiat potomstwa w warunkach $rodowiska, w ktérych bedzie ono mialo

najwicksze szanse na przetrwanie oraz najkorzystniejsze warunki do wzrostu i rozwoju

(Wayne i wsp., 1989).

Badanie biologicznego fenomenu sezonowe;j reprodukcji i mechanizmoéow lezacych u jego

podstaw obejmuje wiele zagadnien. Wsérdd niech znajduja sie: identyfikacja czynnikow
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srodowiskowych, ktore reguluja te procesy oraz proby wyjasnienia neurobiologicznej drogi

odbierania i przetwarzania sygnatow srodowiskowych.

Decyzja o rozpoczgciu okresu rozrodczego podejmowana jest przy udziale réznych
bodzcoéw srodowiskowych, informujacych o aktualnym lub przysztym stanie srodowiska,
petiacych role czynnikéw modulujacych dziatanie zegara wewnetrznego. Tylko nieliczne
sygnaly s3 w stanie wiarygodnie informowa¢, z odpowiednim wyprzedzeniem,
0 zblizajacej si¢ zmianie warunkéw Srodowiskowych. Podstawowym czynnikiem
sygnalnym, o cyklicznym i wysoko powtarzalnym charakterze u wigkszosci zwierzat jest
fotoperiod tj. okreslony stosunek diugosci dnia do dlugosci nocy lub tez kierunkowa
zmiana tego parametru (Karsch i wsp., 1984). Nadrzgdnos$¢ tego czynnika, w sezonowej
synchronizacji aktywnos$ci rozrodczej zwierzat nad zmiennymi srodowiskowymi takimi jak
np., temperatura czy opady deszczu, ma swo6j wyraz w klasyfikacji tych gatunkoéw zwierzat
do dwoch grup. W zaleznosci od dlugosci cigzy, gatunki fotoperiodyczne sa
klasyfikowane, jako zwierzeta dnia dlugiego lub zwierzeta dnia krétkiego. Odpowiednie
wyprzedzenie aktywno$ci seksualnej gwarantuje przyjScie na S$wiat potomstwa
W optymalnych warunkach §rodowiskowych. Ssaki z bardzo krétkim okresem cigzy takie
jak chomiki (Bruce i Hindle, 1934) czy myszy (Petterborg i Reiter, 1980) swoja aktywnos¢
rozrodczg rozpoczynaja po przesileniu zimowym w odpowiedzi na wydtuzajacy si¢ dzien.
W tej samej grupie zwierzat sg rowniez konie, u ktorych z kolei cigza trwa znacznie dhuzej,
bo okoto 300 dni. Zwierzeta takie jak jelen, dzik, sarna, niedzwiedZz, koza i owca,
z kilkumiesigcznym okresem cigzy, aktywno$¢ rozrodcza podejmuja zwykle jesienia,
kiedy dzien zaczyna si¢ skraca¢ (Hafez, 1950; Ortavant i wsp., 1964). Sezonowos$¢ rozrodu
wystepuje gltownie u dzikich gatunkow zwierzat 1 jest wynikiem naturalnej selekcji.
Domestykacja i sztuczna selekcja przyczynity si¢ do zminimalizowania wptywu sezonu na

aktywno$¢ rozrodcza zwierzat.

Istotno$¢ zagadnienia sezonowego rozrodu, wynika z faktu, ze jest to odwracalny proces
plodnosci. Uwaza sie, ze zrozumienie mechanizmow, ktére nim rzadza, doprowadzi do
nowego spojrzenia na systemy regulacyjne rozrodu szczegoélnie u gatunkow, ktore sa

istotne do produkcji zywno$ci, widkien, futra, jak réwniez do rozmnazania si¢ cztowieka.
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Wiele roznych gatunkéw zwierzat rozmnazajacych sie sezonowo jest wykorzystywanych
do badania szerokiego spektrum tego zjawiska. W niniejszej pracy, jako model do badania
wpltywu tlenku wegla na ekspresj¢ gendw podjednostek gonadotropin w strukturach
centralnego uktadu nerwowego wykorzystano $winiodzika, krzyzowke samicy $wini

domowej (Sus scrofa f. domestica) i samca dzika europejskiego (Sus scrofa scrofa).

Okres rozrodczy dzika europejskiego ma miejsce po6zng jesienig - wczesng zimg.
Warchlaki przychodzg na $wiat wiosng, kiedy warunki klimatyczne i zrodlo pozywienia
maksymalizuje szanse na przetrwanie. Po wydania na $wiat potomstwa, locha dzika
pozostaje w anestrus do nastepnej zimy. Poczatkowo anestrus jest zwigzane z laktacja, ale

po odstawieniu matych lochy pozostajg w anestrus do nast¢pnego sezonu rozrodczego.

Swinia domowa nie przejawia silnej sezonowosci w rozrodzie, ale wykazuje wyrazne
obnizenie plodnosci péznym latem 1 wczesng jesienig, w tym samym czasie, kiedy dzik
europejski, jej przodek, pozostaje w anestrus. Sezonowe obnizenie plodnosci u §wini
przejawia si¢ nizszym wspotczynnikiem porodow, opoznionym dojrzewaniem loszek
(Love, 1978; Peltoniemi i wsp., 1999). U samcow obserwuje si¢ sezonowsg fluktuacje
w produkcji nasienia. Wraz ze skracajagcym si¢ dniem zwigksza si¢ objetos¢ ejakulatu,
catkowita liczba plemnikéw w ejakulacie i procentowy udzial ruchliwych plemnikow.
Jesienig 1 wczesng zimg wzrasta poziom hormonow plciowych w plazmie nasienia oraz

poziom testosteronu w osoczu krwi (Strzezek, 1998).

Swiniodzik jest szczegdlnie uzytecznym modelem w badaniu mechanizméw rzadzacych
sezonowym rozrodem. U tego zwierzecia, podobnie jak u dzika zostal zachowany wyrazny
fotoperiodyzm, natomiast w odroznieniu od niego jest zwierzgciem znacznie bardziej
tagodnym, co ufatwia przeprowadzanie wszelkich procedur dos$wiadczalnych. Zaletg sa
rowniez jego duze rozmiary, co w poréwnaniu ze zwierzetami modelowymi takimi jak
gryzonie, umozliwia przeprowadzanie dlugoterminowych procedur doswiadczalnych oraz

zapewnia odpowiednig ilo$¢ materiatu do badan.

2. Rytmy biologiczne; zegar okolodobowy
W mozgu ssakow, funkcje zegara biologicznego peni jadro nadskrzyzowaniowe (ang.

suprachiasmatic nuclei; SCN). Ten obszar mozgu stanowi rdzen systemu
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fotoendokrynnego, skomplikowanego obwodu nerwowego, ktéry synchronizuje funkcje
organizmu z cyklicznie zmieniajacymi si¢ warunkami o$wietlenia (cyklem dzien - noc).
Posredniczy on m.in. w (1) regulacji zachowan rytmicznych wynikajacych z fotorecepcji,
(2) reakcji zrenicy na $wiatto czy (3) regulacji syntezy melatoniny w szyszynce (Van
Gelder, 2001).

Istota unikalnej pracy zegara okotodobowego opiera si¢ na generacji interwalow
czasowych (~24 godzinnych) w pojedynczych neuronach SCN przez oscylujacg, w funkcji
czasu $wiatlo-ciemnos$¢, petle sprzezen zwrotnych na poziomie transkrypcji i1 translacji
genow zegara, takich jak Bmall, Clock, Per i Cry (Dunlap, 1999; Reppert i Weaver, 2002;
Young i Kay, 2001). Kompleksem aktywujacym w petli dodatniego sprzgzenia zwrotnego
jest heterodimer powstajacy w wyniku dimeryzacji biatka BMALL (brain and muscle aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT)-like) i CLOCK (ang. circadian
locomotor output cycles kaput) (BMAL1/CLOCK) lub NPAS2 (ang. neuronal PAS
domain-containing protein) (BMALL1/NPAS2) (Gekakis i wsp., 1998; Reick i wsp., 2001;
Hogenesch i wsp., 1998). Kompleksy BMAL1/CLOCK (lub NPAS2) przylaczaja si¢ do
enhancera E-box na promotorach genow Period 1 (Perl), Period 2 (Per2), Period (Per)
oraz Cryptochrome (Cry) aktywujac ich ekspresje (Reick i wsp., 2001; Griffin i wsp.,
1999; Kume i wsp., 1999; Gekakis i wsp. 1998). Biatkowe produkty tych genéow (PER
1 CRY) tworza ujemne kompleksy transkrypcyjne wigzace si¢ z heterodimerami
BMAL1/CLOCK (lub NPAS2) uniemozliwiajgc im aktywacje transkrypcji gendéw Per
i Cry (Yamada i Forger, 2010). Kinaza kazeinowa le (CKle) oraz kinaza kazeinowa 16
(CK19), fosforyluja biatka PER i CRY kierujac je na droge degradacji proteosomalnej,
zamykajac w ten sposob petle transkrypcyjno-translacyjng (Virshup i wsp., 2007). Dimer
BMALI1/CLOCK jest rowniez aktywatorem transkrypcji gendw Rora (ang. retinoic acid
receptor-related orphan receptor alpha) i Rev-erba (receptor jadrowy Rev-Erba; NR1D1).
Produkty tych genow przylaczaja si¢ do sekwencji promotorowej genu Bmall stymulujac
(RORa) lub tlumigc (REV-ERBa) jego transkrypcje (Preitner i wsp., 2002; Reppert
i Weaver, 2002; Becker-Weimann i wsp., 2004).

Przy braku sygnatow s$rodowiskowych mogacych modulowaé dzialanie zegara

okotodobowego, jego mechanizmu dodatnich i ujemnych sprzezen zwrotnych oscyluje
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W ~24-godzinnym rytmie dzien-noc. Czynniki zewnetrzne takie jak $wiatlo, ale rowniez
temperatura czy dostepnos¢ pozywienia, moga przyspiesza¢ badz opdznia¢ ten system,
synchronizujagc jego dziatanie na podstawie informacji pochodzacych ze s$rodowiska
(Pittendrigh, 1993; Takahashi, 1995).

2.1 Niewizualny przekaz informacji Swietlnej z otoczenia do mézgu

U kregowcow, funkcje fotoreceptora w procesie ,,wejScia $wiatta” w regulacje rytmu
okotodobowego petni siatkowka (Berson, 2003; Berson i wsp., 2002). Role
niewzrokowych (okotodobowych) fotoreceptoréw w siatkowce ssakow stanowi mata
populacja komoérek zwojowych, majaca zdolnos¢ do bezposredniego pochianiania fotonow
$wiatla (ang. intrinisiccally photosensitive retinal gangliol cells; ipRGCs) przy maksimum
czulosci okoto 482 nm (Peirson i wsp., 2004). Komoérki ipRGCs zawieraja melanopsyne,
Swiattoczuty pigment z rodziny opsyn i uwaza si¢, ze to wiasnie on petni w siatkdwce rolg

glownego chronobiologicznego detektora swiatta (Hall, 2000; Von Schantz i wsp., 2000).

Kodowana przez gen Opn4 melanopsyna, nalezy do nadrodziny receptoréw sprzezonych
z bialkami G (Hermann i wsp., 2005; Provencio i wsp., 1998). Lancuch bialkowy
siedmiokrotnie przechodzi przez blon¢ komorkowa tworzac w obrebie blony siedem
hydrofobowych domen transblonowych. W siédmej domenie transblonowej melanopsyny

%Yy do ktorej przylacza sie chromofor - 11-cis-retinal. Melanopsyna

wystepuje lizyna (Lys
wystepuje tylko w ok. 2% komoérek zwojowych, jednak ich wypustki dendrytyczne
naktadajg si¢ na siebie i1 tworza ,,fotorecepcyjng sie¢” obejmujacg caty obszar siatkéwki
(Berson i wsp., 2002; Hattar i wsp., 2002; Gooley i wsp., 2001; Provencio i wsp., 2002).
Komoérki zwojowe siatkowki wysylaja swoje aksony do struktur odpowiedzialnych za
wytwarzanie i regulacje rytmoéw okotodobowych: jader nadskrzyzowaniowych przedniej
czesci podwzgorza - miejsca glownego zegara biologicznego ssakow; kompleksu ciata
kolankowatego bocznego (ang. intergeniculate leaflet; 1GL), ktory uczestniczy w
modulacji rytméw okolodobowych; brzusznobocznego jadra przedwzrokowego (ang.
ventrolateral preoptic nucleus; VLPO) - struktury zaangazowanej w kontrole rytmu sen-
czuwanie; brzusznej czg¢éci obszaru okotokomorowego (ang. ventral subparaventricular

zone; VSPZ) - rejonu moézgu uczestniczacego w kompleksowej regulacji rytmow

okolodobowych oraz do struktury odpowiedzialnej za odruch zwezania Zrenicy pod
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wplywem $wiatla - przedpokrywowego jadra oliwki (ang. olivary pretectum nucleus;
OPN) (Berson, 2003; Dacey i wsp., 2005; Gooley i wsp., 2003; Hannibal i wsp., 2002;
Hannibal i1 wsp., 2004; Hattar i wsp., 2002). W uzasadnieniu dominujacej roli
melanopsyny w systemie niewizualnego odbioru i kodowania informacji $wietlnej,
w licznych publikacjach, przedstawia si¢ badania na genetycznie modyfikowanych,
pozbawionych precikow i czopkéw, szczepach myszy (rd/rd, rd/rd cl), ktorych brak nie
zmienia chronobiolobicznej odpowiedzi na $wiatlo (supresja nocnych pozioméw
melatoniny, hamowanie nocnej aktywnos$ci ruchowej, synchronizacja rytmu aktywnosci
ruchowe] do cyklu os$wietlenia, przesunigcie faz okotodobowego rytmu aktywnosci
ruchowej nie wplywa na odruch zwezania zrenicy pod wplywem $wiatla) (Brainard
i Hanifin, 2005; Foster, 2002; Freedman i wsp., 1999; Lucas i Foster, 1999; Lucas i wsp.,
1999; Lucas i wsp., 2003; Melyan i wsp., 2005; Montell, 2005; Morin i wsp., 2003;
Mrosovsky i Hattar, 2003; Mrosovsky i wsp., 2001; Von Schantz i wsp., 2000).
Mechanizm fototransdukcji z udziatem melanopsynowych komorek zwojowych siatkowki
nie jest do konca poznany. W badaniach na zwierzgtach wykazano, ze w systemie
,widzenia chronobiologicznego” udzial biorg zaréwno §wiatloczute komorki zawierajace
melanopsyne jak i1 klasyczne, utrzymujace z komoédrkami ipRGCs kontakt synaptyczny,
fotoreceptory, preciki 1 czopki (Do and Yau, 2010; Belenky 1 wsp., 2003; Pepe, 2001;

Provencio i wsp., 1998).

W wyniku ekspozycji na $wiatlo, w komodrkach melanopsynowych dochodzi do
opdznionej, ale jednoczesnie dlugo utrzymujacej si¢ depolaryzacji blony komoérkowe;j
(Panda i wsp., 2005; Provencio i wsp., 2000). Przypuszcza si¢, ze pochloni¢cie fotondw
$wiatla przez kompleks melanopsyna-11-cis-retinal prowadzi do aktywacji biatka G¢/G11
z nastgpujacg stymulacja fosfolipazy C (PLC) 1 wzrostem wewnatrzkomorkowego stezenia
wolnych jonéw wapniowych [Ca*'];, wywolujacym falg wapniowa (Melyan i wsp., 2005;
Panda i wsp., 2005; Qiu i wsp., 2005). Pobudzone komorki zwojowe siatkowki indukuja
dalszy impuls, przez wydzielenie neurotransmiterow  szlaku siatkdowkowo-
podwzgorzowego: kwasu glutaminowego 1 peptydu stymulujacego przysadkowa cyklaze
adenylowg (ang. pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide; PACAP), do jader

nadskrzyzowaniowych (Hannibal i wsp., 2002). Na szlaku eferentnym informacja,
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zakodowana w rytmicznej aktywnosci jadra nadskrzyzowaniowego, jest przetwarzana

i ulega propagacji w organizmie na drodze humoralnej i/lub nerwowej.

Glownym efektorem systemu fotoendokrynnego jest szyszynka, gruczol odpowiedzialny
za syntez¢ neurohormonu - melatoniny. Przetworzony w SCN sygnatl jest przesylany do
jadra przykomorowego a nast¢pnie do pokrywy miedzymoézgowia. Po opuszczeniu mozgu,
sygnat dociera do jadra posrednio-bocznego rdzenia kregowego, gdzie osigga zwoj gorny
szyjny, ktorego widkna zazwojowe unerwiajg szyszynke. Noca, gdy aktywnos¢ neuronow
jadra  nadskrzyzowaniowego  zmniejsza  si¢, nastepuje = wzrost  pobudzenia
elektrofizjologicznego zazwojowych widkien wspoiczulnych, z ktorych zakonczen
uwalniana jest norepinefryna (NE), dominujacy neurotransmiter w regulacji syntezy
melatoniny u ssakéw (Arendt, 1995; Reiter, 1991; Zawilska 1 Nowak, 1999). Szlak
noradrenaliczny kieruje informacje¢ o warunkach o$wietlenia do receptorow fi i czesciowo
a1 adrenergicznych szyszynki. Stymulacja pinealocytow norepinefryng zapoczatkowuje
sekwencje molekularnych procesow. Aktywacja receptorow oy prowadzi do podniesienia
wewnatrzkomérkowego stezenia jonéw wapnia ([Ca®’]). W wyniku pobudzenia
receptoréw f1 nastepuje wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia cAMP, co prowadzi do
stymulacji kinazy biatkowej A (PKA) (Fain i wsp., 2001; Foster, 2005) a w konsekwencji
do aktywacji kluczowego w procesie syntezy melatoniny enzymu N-acetyltransferazy (ang.
aralkylamine N-acetyltransferase; AANAT). U wszystkich ssakow wraz z nastaniem nocy
wzrasta stopien syntezy melatoniny w szyszynce, skad jest ona bezposrednio wydzielana
do krwi i ptynu moézgowo-rdzeniowego (Reiter, 1991). Cykliczne zmiany amplitudy
stezenia melatoniny w krazeniu ogdlnym, dostarczajg komérkom docelowym informacji
o panujacych warunkach o$wietlenia srodowiska — nast¢pstwie dnia i nocy (Reiter, 1993).
Sezonowe zmiany dlugosci dnia sa odczytywane w organizmie na podstawie roznic

w czasie trwania podniesionej, nocnej sekrecji melatoniny (Reiter, 1973).

3. 0$ reprodukcyjna podwzgorzowo-przysadkowo-gonadalna (HPG)
ssakow

Podstawowa strukturg w hormonalnej regulacji rozrodu ssakoéw jest zespdl trzech
gruczotéw dokrewnych: podwzgodrze-przysadka-gonady, zwany réwniez osig rozrodczg

(ang. hypothalamo-pituitary-gonadal axis; HPG). Wzajemna regulacja ogniw osi HPG
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odbywa si¢ na zasadzie mechanizmoéow sprzezen zwrotnych, i jest kluczowa w utrzymaniu

wilasciwej synchronizacji funkcji wszystkich narzadow uktadu rozrodczego.

Komorki neurosekrecyjne podwzgorza, syntetyzuja hormon uwalniajacy gonadotropiny
(ang. gonadotropin-releasing hormone; GnRH) (Bronson, 1990; Levine, 2003; Herbison,
2005), ktory pelni nadrzedng rolg w neuroendokrynnym szlaku syntezy i sekrecji
hormonow przysadkowych: luteinizujacego, nazywanego rowniez lutroping (ang.
luteinizing hormone - LH) i folikulotropowego, zwanego roéwniez folitroping (ang. follicle-
stimulating hormone - FSH), odpowiednio zmieniajac aktywno$¢ osi HPG. U wigkszosci
gatunkéw ssakow, neurony GnRH w centralnym uktadzie nerwowym wystepuja
w obszarze przedwzrokowym i przylegtych obszarach przedniej cz¢$ci podwzgorza (Wray,
2001). Nie tworza one skupisk nerwowych, ale luzng sie¢, rozciggajacg si¢ na wicle
struktur  cytoarchitektonicznych, ktorej zakonczenia znajduja si¢ na kapilarach
przysadkowego ukladu wrotnego na poziomie wyniosto$ci posrodkowej (ang. median
eminence; ME) (Apter, 1997). Ta funkcjonujgca w skoordynowany sposob sie¢ neuronow,
zwana roéwniez generatorem pulsow GnRH, jest zasadniczym elementem regulujagcym
funkcje reprodukcyjne (Knobil, 1990). Specyficzny, zmienny wzor uwalniania GnRH, na
ktory sktada si¢ czestotliwos¢ 1 amplituda pulsow, jest kluczem utrzymania prawidtowych
funkcji  rozrodczych oraz steroidogenezy gonadowej. GnRH jest uwalniany
w zsynchronizowanych pulsach z zakonczen nerwowych okoto 1000 neuronéw do

krazenia wrotnego przysadki z czestotliwoscig, co 30-120 minut.

Komunikacja miedzy podwzgorzem a przysadkg mozgowsg odbywa si¢ na drodze krotkiej
petli sprzgzenia zwrotnego. Docierajac do przysadki mozgowej GnRH 1aczy sig
z specyficznymi receptorami (ang. gonadotropin-releasing hormone receptor; GnRH-R)
zlokalizowanymi w blonie plazmatycznej komorek gonadotropowych w przednim placie
przysadki. Aktywacja receptora GnRH, poprzez regulacjc W mechanizmie sprzezenia
zwrotnego dodatniego przynajmniej czterech gendéw: (1) wspdlnej podjednostki o
gonadotropin, (2) specyficznej podjednostki B hormonu luteinizujacego (LAfS) oraz (3)
folikulotropowego (Fshf) (Hamernick i Nett, 1988; Gharib i wsp., 1990), jak rowniez (4)
genu GnRH-R (Sealfon i Millar, 1995), prowadzi do syntezy i sekrecji LH i FSH (Clayton
i Catt, 1981; Clarke i wsp., 1983). Z krazeniem obwodowym, LH i FSH docieraja do
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gonad, gdzie tacza si¢ ze swoimi receptorami, regulujac procesy reprodukcyjne:
steroidogenezg i gametogeneze (Burger i wsp., 2004). Lutropina wptywa na czynnosc¢
komoérek ostonki wewnetrznej pecherzykéw jajnikowych, pobudzajac wydzielanie
androgenow. Wyrzut LH w potowie cyklu wywotuje owulacje, a w fazie lutealnej pobudza
ciatko zoltte do sekrecji progesteronu (Velardo, 1960). U samcow lutropina wptywa na
produkcje testosteronu (Weissenberg i wsp., 1982). Folitropina promuje rozwoj
pecherzykoéw  jajnikowych, wplywajac na podzialy mitotyczne komoérek ziarnistych,
stymuluje aktywno$¢ aromatazy i wydzielanie estradiolu (Velardo, 1960; Weissenberg
i wsp., 1982). Hormony steroidowe mogg dostarcza¢ negatywnego lub pozytywnego
sprzezenia kontrolujac produkcje zard6wno GnRH na poziomie podwzgdrza jak
I gonadotropin z przysadki moézgowej (Nakai i wsp., 1978; Conn i Crowley, 1994;
McNeilly i wsp., 2003).

3.1 Hormon uwalniajacy gonadotropiny (GnRH) - produkcja, sekrecja i rola w osi
reprodukcyjnej

Wyizolowany po raz pierwszy z podwzgorza ssakow GnRH (zwany GnRH-I) (Schally
i wsp., 1971; Matsuo i wsp., 1971; Baba i wsp., 1971) jest hormonem biatkowym
sktadajacym si¢ z 10 aminokwasow (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pr-Gly-NH,),
ktory oprocz swojej dobrze znanej funkcji endokrynnej, jest potencjalnie istotnym
autokrynnym i/lub parakrynnym regulatorem w jajnikach, tozysku, macicy i ukladzie
immunologicznym (Emons i wsp., 1998; Islami i wsp., 2001; Kang i wsp., 2001; Zhao
i wsp., 2000; Chegini i wsp., 2002; Chen i wsp., 2002; Chou i wsp., 2003a; Chou i wsp.,
2003b; Sakamoto i wsp., 2003). U ssakow, poza GnRH-I, zostat zidentyfikowany réwniez
drugi podtyp GnRH (GnRH-II, z uwagi na to, ze po raz pierwszy zostal wyizolowany
z moézgu kurczat, zwany rowniez kurczgcym (Miyamoto i wsp., 1984)), réznigcy sie
sekwencja aminokwasow, lokalizacja i pochodzeniem embrionalnym (Miyamoto i wsp.,
1984; White i wsp., 1998). Ta druga, prawdopodobnie najstarsza forma GnRH rézni si¢ od
GnRH-I trzema aminokwasami w pozycji 5, 7 i 8 (His"Trp’Tyr®*GnRH-1) i z doskonale
zachowang strukturg jest obecna u wszystkich badanych dotad krggowcdéw, poczawszy od
ryb kostnoszkieletowych konczac na cziowieku (White i wsp., 1998; Millar, 2003).
Biologiczne funkcje GnRH-1 i GnRH-II sg jednak rozne. Podczas gdy GnRH-1 odgrywa

gldwna role w regulacji reprodukcji przez stymulacje uwalniania z przysadki LH i FSH,
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GnRH-IT  uczestniczy gloéwnie w regulacji dojrzewania plciowego, zachowan

reprodukcyjnych, zywienia | rownowagi energetycznej (Cheng i Leung, 2005).

GnRH-I, jest wytwarzany w neuronach GnRH-ergicznych podwzgorza w postaci duzego
prohormonu, gdzie nastgpnie zostaje poddany enzymatycznemu przeksztalceniu do
dekapeptydu. Aktywna forma hormonu jest przechowywana w granulach sekrecyjnych,
transportowanych w dot aksonu do okolicy zewngtrznej wyniostosci posrodkowej (Fink,
1988; Seeburg i wsp., 1987). Regulacja wydzielania GNRH-I w podwzgdrzu ssakow jest
zlozonym systemem, na ktory skladaja si¢ wewngtrzne cechy komorek nerwowych
tworzacych generator pulséw, jak rowniez wzajemne pobudzajace 1 hamujace
oddzialywania neuroprzekaznikow 1 neurohormondéw bedace wypadkowa dziatania
bodzcow sSrodowiska zewnetrznego (np. fotoperiodu) i wewnetrznego (np. steroidow

gonadowych, stanu odzywienia organizmu).

3.2 Regulacja transkrypcji genéw gonadotropin

Gonadotropiny przysadkowe, LH i FSH nalezg do rodziny hormonéw glikoproteinowych,
posiadajacych wiele strukturalnych podobienstw. Kazdy z cztonkéw tej rodziny, do ktorej
naleza réwniez przysadkowy hormon tyreotropowy (ang. thyroid-stimulating hormone;
TSH) i gonadotropina tozyskowa (ang. chorionic gonadotropin; CG), jest heterodimerem,
sktadajagcym si¢ z glikoproteinowej podjednostki o 0 sekwencji aminokwasowej
identycznej dla wszystkich hormonéw tej rodziny oraz odrebnej podjednostki B, ktéra
stanowi 0 biologicznej specyficznosci hormonu (Cone i wsp., 2003). Glownym
osrodkowym czynnikiem koordynujgcym endokrynny mechanizm gonadotropowy jest
gonadoliberyna (GnRH-1). Zmienny wzorzec pulsacyjnie uwalnianego GnRH-I decyduje
o podstawowym 1 okotoowulacyjnym uwalnianiu gonadotropin, lecz petni tez krytyczng
rolg w aktywacji transkrypcji gendw «a, Lhb i Fshb, ktorych promotory odznaczaja si¢
specyficzng  wrazliwo$cia na  czgstotliwo$¢ pulsow  GnRH-I. W  badaniach
wykorzystujacych model owariektomizowanych samic szczura wykazano, ze transkrypcja
genu podjednostki o jest najbardziej wydajna przy wysokiej czestotliwosci pulsow GnRH-I
(1 puls/8-30 minut), ale mRNA « jest syntetyzowany rowniez w nizszej czestotliwosci
pulsow.  Najwigksza stymulacja poziomu mMRNA podjednostki Lhb ma miejsce

w odpowiedzi na posrednig czestotliwos¢ pulséw GnRH-1 (1 puls/30-60 minut), natomiast
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transkrypcja genu podjednostki Lhb jest faworyzowana w wolniejszych interwatach
pulsow (1 puls GnRH/120-240 minut) (Haisenleder i wsp., 1991; Shupnik, 1990).
Mechanizm, w ktorym informacja zakodowana we frekwencji pulsow GnRH-I reguluje
transkrypcje kazdej z podjednostek gonadotropin nadal pozostaje niewyjasniony.
Najprawdopodobniej ma on rowniez rytmiczng natur¢ i opiera si¢, na co najmniej trzech
mechanizmach subkomoérkowych: szlakach sygnalizacyjnych, ktére sa stymulowane
i thumione, biatkach, ktore sg produkowane i degradowane, czynnikach transkrypcyjnych
przylaczajacych si¢ 1 odlaczajacych od DNA.

3.3 Szlak sygnalizacyjny GnRH-I

Sciezki sygnalowe, przez ktore GnRH-I moze wywolywaé swe efekty docelowe, sa
niezwykle roznorodne. Punktem uchwytu dla tego hormonu jest receptor metabotropowy
(GnRH-R) zwiazany funkcjonalnie z biatlkami Ggiia, posiadajacymi 7 domen
transblonowych. Receptor ten ulega ekspresji zarowno w przysadce, gonadach, macicy
1 fozysku, jak 1 w narzadach niezaangazowanych bezposrednio w reprodukcje, np.
w nerkach, watrobie, mi¢$niu sercowym i mi¢sniach szkieletowych (Stojilkovic 1 wsp.,
1994; Ruf i wsp., 2003; Millar i wsp., 2004). Zwigzanie si¢ GnRH-1 ze swoim receptorem
inicjuje aktywacje klasycznych efektorow sygnalizacji przez poczatkowa rekrutacje
fosfolipazy C, ktéra przez hydroliz¢ fosfatydyloinozytolu uwalnia diacyloglicerol i 1,4,5-
trojfosforan inozytolu (IP3). Gwaltowny wzrost stezenia IP3 w komoérce odpowiada za
natychmiastowa mobilizacje wewnatrzkomorkowego wapnia (Ca®*) co skutkuje wzrostem
uwalniania gonadotropin z przysadki moézgowej. Wzrost poziomu diacylogliceroli
prowadzi do aktywacji kilku izoenzyméw kinazy biatkowej C, co aktywuje zlozong sie¢
sygnalizacyjng decydujaca o skutkach dziatania GnRH (Liu i wsp., 2002; Millar i wsp.,
2004). W mechanizmie zaleznym od PKC aktywacji ulegaja wszystkie cztery szlaki kinaz
aktywowanych mitogenem (MAP kinase): p42 MAPK (ang. p42 MAP kinase/extracellular
signal-regulated kinase 2), JNK (ang. c-jun N-terminal kinase/stress-activated protein
kinase), p38MAPK (ang. p38 MAP kinase/cytokine suppressive anti-inflammatory drug
binding protein), BMK (ang. big MAP kinase/extracellular signal-regulated kinase 5)
(Naor i wsp., 2000). Kaskady MAPK sa kluczowym sktadnikiem wewnatrzkomorkowej
sygnalizacji indukowanej receptorem zwigzanym z biatkami G (GPCR) i moga odgrywac

role w transkrypcyjnej regulacji genow kodujacych gonadotropiny.



23

4. Regulacja sezonowej aktywnosci osi podwzgorzowo-przysadkowo-
gonadalnej

Fotoperiod jest glownym i najbardziej wiarygodnym czynnikiem synchronizujgcym roczne
cykle reprodukcyjne sezonowo rozmnazajacych sie zwierzat (Paul 1 wsp., 2009;
Prendergast, 2010). Mechanizmy tej regulacji nie sg do konca poznane. Dotychczasowe
badania wskazuja, ze w fotoperiodycznej synchronizacji aktywnos$ci rozrodczej bierze
udziat nie jeden a co najmniej kilka systeméw regulujacych, ktore majg swoj poczatek
w siatkowce oka i konczg si¢ w generatorze pulsow GnRH (Malpaux i wsp., 2002; Adams
i wsp., 2006; Ciechanowska i in., 2010). Rola melatoniny w transdukcji sygnalu
0 warunkach o$wietlenia na o$ reprodukcyjng byla i nadal jest przedmiotem uwagi
licznych autorow. Przeprowadzone na owcach badania wykazaty, ze regulujacy wpltyw
melatoniny na uklad podwzgorzowo-przysadkowy odbywa sie za posrednictwem
receptorow melatoninowych obecnych w srodkowo-podstawnej czgsci podwzgorza (ang.
mediobasal hypothalamus; MBH), w miejscu gdzie brak jest neuronow GnRH (Malpaux
i wsp., 1998). Dziatanie melatoniny w tym mechanizmie nie jest zatem bezposrednie, lecz
odbywa si¢ przez sie¢ polaczen interneuronalnych w sktad ktérej wchodza m.in. nerwowe
szlaki dopaminergiczne (Goodman i wsp., 2010), noradrenergiczne (Goodman i wsp.,
1995), serotoninergiczne (Le Corre i Chemineau, 1993), opioidergiczne (Skinner
i Herbison, 1997) oraz GABAergiczne (Scott i Clarke, 1993). Sygnaly melatoninowe
kodujace fotoperiod sg takie same zar6wno u zwierzat dnia krotkiego jak 1 dlugiego, zatem
ich interpretacja w przetozeniu na aktywno$¢ osi rozrodczej musi by¢ rézna (Gerlach
i Aurich, 2000). U zwierzat, u ktorych dlugi, badz wydtuzajacy sie dzien jest sygnatem do
podjecia aktywnosci rozrodczej, takich jak kon, czy chomik, wydluzenie czasu
podniesionego poziomu sekrecji melatoniny prowadzi do spadku wydzielania GnRH a tym
samym potencjatu rozrodczego. Jednak ten sam, wystarczajaco dlugi sygnal melatoninowy
u zwierzat dnia krotkiego, takich jak np. owca, zmienia pulsacyjna sekrecj¢ GnRH
z podwzgorza, prowadzac do podniesienia pulsacyjnosci lub wyzszej amplitudy pulséw
sekrecji LH z przysadki mozgowej (Grosse i in wsp., 1993). W procesie interpretacji
sygnatu melatoninowego istotny jest udziat jajnikowych steroidow plciowych (estradiol)
dostarczanych do mozgu. U owiec, sezonowe anestrus w warunkach dilugiego dnia jest

wynikiem podniesionej receptywnosci podwzgorza na ujemne sprzezenie estradiolu (E>),
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w ktorym uczestniczy uktad dopaminergiczny (Bertrand i wsp., 1998; Havern i wsp.,
1994). Mechanizmem odpowiedzialnym za ten proces jest zmieniajacy si¢ w zaleznosci od
sezonu potencjat przepuszczalnosci bariery krew-mozg dla steroidéw (Thiery i Malpaux,
2003, Thiery i wsp. 2006). Badania przeprowadzone przez Peacock (1991) na
owariektomizowanych loszkach wykazaly jednak, ze teoria negatywnego sprzezenia
zwrotnego hormondéw steroidowych nie tlumaczy w petni wptywu sezonu na aktywnos¢
osi podwzgorzowo-przysadkowej. Sekrecja LH u tych zwierzat zmieniala si¢
w odpowiedzi na fotoperiod mimo braku estradiolu. W 2003 roku na scen¢ endokrynologii
rozrodu weszta Kisspeptyna, jako kluczowy regulator réznorodnych aspektéw rozrodu,
a przede wszystkim stymulacji sekrecji gonadoliberyny/hormonu luteinizujgcego
(GnRH/LH) (De Roux i wsp., 2003; Funes i wsp., 2003; Seminara i wsp., 2003).
W badaniach na owcach wykazano, ze aktywno$¢ metaboliczna komoérek produkujgcych
kisspeptyne (neurony KiSS-1) obecnych w podwzgoérzu w neuronach jadra tukowatego
(ang. nucleus arcuatus; ARC) moze by¢ regulowana przez hormony steroidowe (estradiol
I progesteron), sugerujac, ze komorki te moga by¢ czgécig systemu sprzezen zwrotnych
regulujacych uktad rozrodczy. Jednocze$nie na neuronach KiSS-1 jadra tukowatego,
zostata potwierdzona obecno$¢ receptorow steroidowych, a tym samym mozliwos¢
bezposredniego dzialania steroidow na komorki produkujgce kisspeptyne. Wykazano
rébwniez sezonowe zmiany w poziomie KiSS-1 mRNA w ARC; w czasie sezonowego
anestrus poziom ekspresji genu KiSS-1 byt istotnie nizszy niz w okresie rozrodczym. Nie
stwierdzono natomiast istotnego wpltywu hormondéw steroidowych na neurony KiSS-1

w cze$ci przedwzrokowej podwzgorza (ang. preoptic area; POA) (Smith i wsp., 2007).

Fotoperiodyczna regulacja aktywno$ci osi rozrodczej u sezonowo rozmnazajacych sie
zwierzat nie jest do konca poznana. Uzupehlienie brakujacych ogniw zlozonej sieci
wzajemnych oddziatywan regulujacych sezonowa wrazliwo$¢ podwzgdrza na hormony
steroidowe moze przyczyni¢ si¢ do zrozumienia mechanizméw, Ktore rzadzg tym

odwracalnym i powtarzalnym procesem ptodnosci.

5. Hipoteza badawcza
Zaburzenia na fizjologicznej drodze swiatta z oka do mozgu sg najprawdopodobniej jedng

z przyczyn wystgpowania sezonowych zaburzen afektywnych (SAD - ang. seasonal
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affective disorder) (Oren i wsp., 2013; Wehr i wsp., 2001). Uwaga naukowcOw
zajmujacych si¢ tym problemem, skupiona jest na poszukiwaniu czasteczki lub czasteczek,
ktore petnig role absorbujacych $wiatlo receptorow i/lub mediatoréw a ktoérych dysfunkcja
sprzyja podatnosci na SAD. Melanopsyna wydaje si¢ by¢ dobrym kandydatem do
pelnienia tej funkcji, nie daje jednak odpowiedzi na wszystkie pytania. Badania
haplotypéw genu melanopsyny w tym polimorfizméw pojedynczego nukleotydu
wykazaly, ze jeden wariant zmiany sensu (P10L) ponad S5-krotnie podnosi ryzyko
wystgpienia SAD, szczeg6lnie dla homozygot dla tego wariantu genetycznego
w poréwnaniu z innymi genotypami. Wariant ten jest jednak obecny tylko u 5% o0sob
borykajacych si¢ z problemem SAD (Roecklein i wsp., 2009). W 1996 roku, Oren,
opublikowal teoretyczny model "humoralnej fototransdukcji", jako komplementarng do
mechanizmu dzialania melanopsyny droge niewizualnego przekazu do mézgu informacji
o warunkach o$wietlenia. Model ten zaklada, Zze obecne w oku chromofory, takie jak hem,
czy powstajace w wyniku jego rozpadu barwniki zélciowe, absorbujg fotony i docierajac
do modzgu niosg informacje o aktualnych warunkach $wietlnych (Oren, 1996; Oren i wsp.,
2013).

Produktami degradacji hemu w enzymatycznej reakcji katalizowanej przez oksygenaze
hemowa (ang. heme oxygenase; HO) sa roéwnomolowe ilosci tlenku wegla (CO), jondw
zelaza (Fe?") i biliwerdyny ktéra jest natychmiast przeksztalcana w bilirubine (Maines,
1997; Mancuso, 2004). Podobnie jak tlenck azotu (NO), tlenek wegla pelni w orgazmie
istotng rol¢ w sygnalizacji miedzykomoérkowej. Jego udziat w procesach fizjologicznych
zostat potwierdzony w m.in. w uktadzie nerwowym, immunologicznym oraz w ukladzie
krazenia (Wang i wsp., 1997; Morita i wsp., 1997). Dost¢pne sg rowniez wyniki badan,
ktore podkreslaja udziat tlenku wegla w regulacji funkcji uktadu rozrodczego, poprzez
modulacj¢ uwalniania GnRH z podwzgorza (Errico i wsp., 2010; Lamar i wsp., 1996;

Mancuso i wsp., 1997).

Oksygenaza hemowa wystepuje w postaci trzech izoform: HO-1, HO-2 oraz HO-3.
Z dwoch funkcjonalnych izoform (HO-1 i HO-2) HO-1 jest tatwo indukowalna i ulega
ekspresji w wyniku dzialania réznych bodzcéw stymulujacych m.in.: duzego st¢zenia

hemu, metaloporfiryny, promieniowania UVA, stresu oksydacyjnego czy tlenku azotu
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I jego donorow. W warunkach prawidlowych HO-1 wystepuje w duzych ilosciach
w watrobie i1 $ledzionie, gdzie bierze udziat w katabolizmie hemoglobiny uwolnione;]
z rozpadajacych si¢ erytrocytow. Jej obecno$¢ zostala potwierdzona w czerwonych
ciatkach krwi jak rowniez w siatkbwce oka gdzie najprawdopodobniej pelni funkcje
protekcyjng w odpowiedzi na stres Swietlny (Kutty i wsp., 1995; Cao i wsp., 2000).
Izoforma HO-2 jest enzymem konstytutywnym, ktorego najwigksze ilosci stwierdza si¢
W neuronach i komorkach srédblonka; w mniejszych ilosciach wystepuje w wiekszosci
tkanek (Gibbons i Farrugia, 2004; Pouokam i wsp., 2011; Ryter i wsp., 2006; Takasuka
i wsp., 2011).

Z uwagi na to, ze $wiatlo jest jednym z czynnikéw indukujacym ekspresje HO-1 oraz
potwierdzong obecnos¢ tego enzymu w siatkowce oka (silnie unaczynionej) i erytrocytach,
mozna sgdzi¢, ze w oku, w wyniku indukcji oksygenazy hemowej-1 dochodzi do wzrostu
stezenia tlenku wegla, ktore jest zalezne od intensywnosci promieniowania $swietlnego. Do
niedawna, CO i NO, byly uwazane za czgsteczki sygnatowe, ktorych dziatanie jest jedynie
lokalne. Badania ostatnich lat wykazaly jednak mozliwos$¢ ich transportu wraz z krwig
zylng. Powstaty w wyniku utleniania tlenku azotu reaktywny jon nitrozoniowy taczy sie
z grupa sulfhydrylowa cysteiny w czasteczce hemoglobiny prowadzac do powstania
S-nitrozohemoglobiny. Biatko to, ze wzgledu na swojg stabilno$¢ pelni w organizmie
funkcje magazynowania i transportowania tlenku azotu (Jia i wsp., 1996; Singel i Stamler,
2005). S-nitrozohemoglobina obecna w czerwonych ciatkach krwi, staje si¢ no$nikiem
tlenku wegla, ktory w tej postaci wraz z krwig zylng moze by¢ transportowany z oka do
mikrokragzenia mézgu (Kozma i wsp., 1999; Wu i Wang, 2005; Furchgott i Jothianandan,
1991). W 2012 roku ukazata si¢ praca podsumowujaca badania dotyczace udziatu tlenku
wegla w mechanizmie przekazu do moézgu informacji o dlugosci dnia S$wietlnego.
Z doswiadczen przeprowadzonych na krzyzowce $wini domowej i dzika, jednoznacznie
wynika, ze st¢zenie tlenku wegla w krwi zylnej odplywajacej z oka, jest sezonowo
1 dobowo zmienne, osiggajac latem prawie trzykrotnie wyzsze warto$ci w stosunku do
zimy (Koziorowski i wsp., 2012). U niektorych gatunkow zwierzat, w tym
u $winiowatych, krew Zylna odptywajaca z oka sptywa do polozonej obok oka zylne;j

zatoki ocznej (tac. venus ophthalmicus sinus), aby nastgpnie dotrze¢ do zatoki jamistej
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(fac. sinus cavernosus). W okotoprzysadkowym kompleksie naczyniowym (naczynia zylne
zatoki jamistej - sie¢ dziwna tetnicy szyjnej) nastepuje zblizenie dwoch strumieni krwi,
zylnego 1 tetniczego, przeplywajacych w przeciwnych kierunkach. Taki uktad naczyn,
umozliwia wymiane¢ czasteczek na zasadzie przeciwpradowego mechanizmu przenikania
zgodnie z gradientem stgzen. Wezesniejsze badania wykazaly, ze w okotoprzysadkowym
kompleksie naczyniowym mozliwe jest przenikanie do krwi zaopatrujagcej mozg
steroidowych feromonéw (Krzymowski i wsp., 1999; Stefanczyk-Krzymowska i wsp.,
2000), hormonéw steroidowych, progesteronu i testosteronu (Skipor i wsp., 2000; Skipor
i wsp., 2003). Skoro mozliwy jest transfer substancji o stosunkowo duzej masie
czasteczkowej (kilkaset do ~1000 Da), wielokrotnie mniejsze czasteczki CO (28,01 Da)
powinny stosunkowo fatwo, zgodnie z gradientem stezen, pokonywac bariery $cian naczyn
zylnych zatoki jamistej 1 sieci dziwnej tegtnicy szyjnej zewnetrznej zaopatrujacej mozg.
Zgodnie z powyzszym modelem, sezonowo zmienna ilos¢ uwalnianego w oku do krwi
zylnej tlenku wegla, 1 wraz z nig przenoszona do Zzylnej zatoki jamistej, powinna

spowodowa¢ wahania jego stezenia w krwi tetniczej zaopatrujacej mozg.

W badaniach in vitro wykazano, ze tlenck wegla moze uczestniczy¢ w molekularnym
mechanizmie kontrolujacym rytm okotodobowy ssakéw. Biatkko NPAS2 poprzez
mozliwo$¢ wigzania hemu Fe(Il) staje si¢ wrazliwe na dziatanie gazowych czasteczek
sygnatowych, NO i CO (Dioum i wsp., 2002, Gilles-Gonzalez i Gonzalez 2004, Airola
i wsp., 2010, Lukat-Rodgers i wsp., 2010). Wewngtrzkomorkowe st¢zenie tlenku wegla
wplywa na powinowactwo NPAS2 do CO 1 zdolno$¢ do tworzenia dimerow
NPAS2/BMALI petiacych funkcje czynnikow transkrypcyjnych regulujacych ekspresje
gendéw zegara okolodobowego. Wzrost stgzenia CO powyzej 1uM powoduje rozpad
kompleksu BMAL1/NPAS2 (Dioum i wsp., 2002; Gilles-Gonzales i Gonzales 2004).
Wielosynaptycznym szlakiem, informacja pochodzaca z mieszczacego si¢ w jadrze
nadskrzyzowaniowym zegara okotodobowego jest przekazywana do szyszynki i wyrazana
w zmiennym profilu syntezy i uwalniania melatoniny (Kalsbeek i wsp., 2000;
Teclemariam-Mesbah i wsp., 1999). Zatem dobowy rytm metabolizmu hemu i zdolnos¢
bialka NPAS2 do oddzialywania z tlenkiem wegla moze stanowi¢ jeden z mechanizmow

regulujacych rytmy biologiczne (Dioum i wsp., 2002).
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Wystepowanie tlenku azotu i tlenku wegla w obszarach endokrynnych podwzgoérza
nasunglo przypuszczenie o mozliwosci udzialu tych gazéw w bezposredniej regulacji
wydzielania hormonéw. Anatomiczna lokalizacja neuronéw nitrergicznych (posiadajacych
zdolno$¢ syntezy NO) w bezposredniej bliskosci neurondow GnRH w podwzgdrzu
sugeruje, ze NO moze by¢ waznym regulatorem sekrecji GnRH (Bhat i wsp., 1995;
Herbison i wsp., 1996). Wyniki licznych badan in vivo jak i in vitro wskazuja, ze tlenek
azotu, poprzez szlak sygnalowy cGMP, odgrywa istotng rolg w regulacji uwalniania
z podwzgodrza gonadoliberyny. Nadal jednak, sprzeczne wyniki badan nie pozwalaja
jednoznacznie stwierdzi¢, czy sygnalizacja NO/cGMP dziata stymulujgco czy tez

hamujaco na uwalnianie GnRH.

Aktywnos¢ konstytutywnej (HO-2), a w mniejszym stopniu rowniez indukowanej (HO-1)
formy oksygenazy hemowej jest obserwowana w obszarach moézgu, ktore biorg udziat
w centralnej regulacji reprodukcji oraz odpowiedzi na stres. HO-2 zostata zlokalizowana
w  komorkach nerwowych przodomézgowia, hipokampa, podwzgorza (jadra
nadwzrokowe), srodmozgowia, wzgorza, mézdzku i pnia mézgu (Mancuso, 2004; Brann
i wsp., 1997). Indukowalna forma oksygenazy hemowej =zostala zlokalizowana
w neuronach jader brzuszno-przysrodkowych (ang. ventromedial hypothalamus; VMH),
jader przykomorowych (ang. paraventricular nucleus; PVN) i czesci przedwzrokowej
(POA) podwzgorza (Mancuso, 2004; Brann 1 wsp., 1997). Wykazano rowniez obecnos¢
oksygenazy hemowej w przednim ptacie przysadki mézgowej (Alexandreanu i Lawson,
2003). W nielicznych dotad badaniach, opartych na modelu in vitro, wykazano, ze zwiazki
ktore zmieniajg endogenny poziom tlenku wegla maja stymulujacy wplyw na uwalnianie
z podwzgorza GnRH (Lamar i wsp., 1996; Errico i wsp., 2010). Do$wiadczenia
przeprowadzone na owariektomizowanych samicach szczura wykazaly, ze substraty
oksygenazy hemowej powoduja wzrost uwalniania z przedniego ptata przysadki mézgowej
gonadotropin i prolaktyny (Alexandreanu i Lawson, 2003). Wyniki powyzszych badan

sugeruja, ze tlenek wegla moze by¢ pozytywnym regulatorem sekrecji gonadotropin.

Udziat tlenku wegla, jednego z produktow katabolizmu hemu, w mechanizmie transdukcji
informacji o dtugosci dnia do mozgu zostat juz potwierdzony (Koziorowski i wsp., 2012;

Gilun i wsp., 2013; Dioum i wsp., 2002). W nielicznych badaniach wykazano réwniez ze
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CO moze regulowa¢ uwalnianie hormonéw podwzgorza i przysadki mozgowej (Lamar
I wsp., 1996; Errico i wsp., 2010). Sezonowo zmienne stezenie tlenku wegla w obszarach
moézgu biorgcych udzial w regulacji osi reprodukcyjnej nasuwa przypuszczenie, ze ta
czasteczka gazowa moze uczestniczy¢ w mechanizmie Sezonowej regulacji rozrodu.
Zbadanie wptywu CO na sezonowo zmienng ekspresje gendéw i bialek hormonow
sterujgcych reprodukcja, moglo by wnies¢ nieco wigcej $wiatla w zrozumienie

mechanizmoéw rzadzacych tym odwracalnym procesem ptodnosci.
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II CELE PRACY

Fotoperiod jest glownym czynnikiem $rodowiskowym modulujacym aktywno$¢ osi
rozrodczej u sezonowo rozmnazajacych si¢ zwierzat. U samcOw mieszancéw $wini
domowej i dzika stezenie tlenku wegla w krwi zylnej odptywajacej z oka, jest sezonowo
i dobowo zmienne, osiggajac latem wyzsze wartosci w stosunku do zimy. Wtasna hipoteza
badawcza zaktada, ze w warunkach fizjologicznych odptywajacy z oka w krwi zylnej
tlenek wegla moze by¢ bezposrednio transportowany do mozgu poprzez przeciwpragdowe
przenikanie w obszarze splotu okotoprzysadkowego do naczyn tetniczych zaopatrujgcych
mozg a Sezonowo zmienne st¢zenie tlenku wegla w krwi zylnej odplywajacej z oka moze

nies$¢ informacj¢ o warunkach oswietlenia.
W zwiazku z powyzszym zaplanowano do$wiadczenia majace na celu sprawdzenie:

1. czy u mieszancow $wini domowej i dzika w warunkach fizjologicznych

sezonowo$¢ aktywacji osi rozrodczej odbywa si¢ na poziomie ekspresji genow?

2. czy w okresie krotkich dni $wietlnych imitacja fizjologicznego wzrostu
poziomu tlenku wegla we krwi odplywajacej z oka i droga przeciwpradowego
przenikania z pomini¢ciem krazenia ogdlnego przenoszonego bezposrednio do
moézgu wplynie na poziom ekspresji genéw osi przysadkowo-podwzgdrzowe;]

sterujgcej rozrodem oraz profil sekrecji melatoniny?

3. czy w okresie dhugich dni §wietlnych wzrost stezenia poziomu tlenku wegla
w krwi odplywajacej z oka 1 docelowo przenoszonego bezposrednio do moézgu
wplynie na poziom ekspresji genow osi przysadkowo-podwzgdrzowe;]

sterujacej rozrodem oraz profil sekrecji melatoniny?
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III MATERIALY I METODY

1. Zwierzeta doswiadczalne

Wszystkie procedury doswiadczalne na zwierzetach przeprowadzono zgodnie
z zaleceniami Lokalnej Komisji Etycznej w Lublinie (nr 8/2007) 1 wytycznymi
okreslonymi w Ustawie o Ochronie Zwierzat z roku 1997, oraz po wydaniu pozytywnej

opinii przez Powiatowego Lekarza Weterynarii w Kolbuszowe;j.

Badania zostaly przeprowadzone na 48 dojrzatych piciowo (12-sto miesiecznych) samcach
krzyzowki dzika europejskiego i $wini domowej (§winiodzik) o masie ciata 100-120kg,
pochodzacych z Hodowli Doswiadczalnej Pozawydzialowego Zamiejscowego Instytutu
Biotechnologii  Stosowanej i Nauk Podstawowych Uniwersytetu Rzeszowskiego.
Zwierzg¢ta mialy zapewniony dostep do pelnowartosciowej paszy oraz wody ad libitum.
Latem (dlugi dzien S$wietlny) S$winiodziki przebywaly na zewnatrz budynku, na
zadaszonym wybiegu, w warunkach naturalnego o$wietlenia. Srednie natgzenie $wiatta
sfonecznego mierzone na poziomie oczu zwierzat w czasie dnia wynosito ~30.000 Ix.
Srednia temperatura otoczenia podczas dnia i nocy wynosita odpowiednio 24°C i 12°C.
Zimg (krotki dzien s$wietlny) zwierzeta przebywaly w pomieszczeniach zwierzetarni
z zainstalowanymi oknami, w ktorych natezenie $wiatta stonecznego w ciggu dnia na
poziomie oczu zwierzat wynosito ~50 1x. Temperatura otoczenia zar6wno podczas dnia,
jak i nocy byta stala i wynosita ~12°C. 7 dni przed zaplanowanymi procedurami

eksperymentalnymi, zwierzgta byly umieszczane w pojedynczych boksach hodowlanych.

Badania byly prowadzone podczas najdluzszych (czerwiec) i1 najkrétszych (grudzien) dni
roku. W czerwcu dla szeroko$ci geograficznej Kolbuszowej (50°N) $rednia dtugo$é dnia
wynosi 16 godzin 1 23 minuty, natomiast $redni czas catkowitego oswietlenia, 17 godzin
i 52 minuty. W grudniu $rednia dtugos¢ dnia wynosi 8 godzin i 17 minut, a $redni czas

catkowitego oswietlenia 9 godzin 1 34 minuty.

1.1 Procedury Chirurgiczne - Zabiegi kateteryzacji (kaniulacji) naczyn zylnych
Dwanascie godzin przed planowanym postgpowaniem chirurgicznym zwierzeta zostaty
pozbawione dostepu do pokarmu, przy zachowaniu swobodnego dostgpu do wody ad

libitum. Wszystkie zabiegi chirurgiczne byly wykonywane w znieczuleniu ogdélnym
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zgodnie z zasadami aseptyki. Zwierzetom podawano premedykacje w postaci
domigsniowej iniekcji atropiny (0.05 mg/kg I.M; Biowet, Gorzow Wielkopolski)
a nastgpnie azaperonu (2 mgkg I.M; Janssen Pharmaceutica, Beerse, Belgia). Po
wystgpieniu sedacji rozpoczynano podawanie do zyly brzeznej ucha tiopentalu sodu (okoto
10 mg/kg 1.V; Thiopental; Sandoz GmbH) do momentu uzyskania stanu anestezji.
Nastgpnie zwierz¢ta umieszczano na stole operacyjnym, w pozycji na grzbiecie
I implantowano kaniule (0.d. 2.4 mm; i.d. 1.8 mm) do nastepujacych naczyn zylnych: (1)
do zyly szyjnej zewnetrznej (tac. v. jugularis externa), w celu infuzji tiopentalu sodu do
utrzymania stanu narkozy podczas operacji oraz w celu pobierania krwi krazenia
obwodowego do procedur doswiadczalnych (przygotowania do infuzji krwi oraz osocza
o podwyzszonym st¢zeniu tlenku wegla), jak réwniez do analiz stezenia hormonu
luteotropowego (LH), folikulotropowego (FSH) oraz melatoniny (Kotwica i wsp., 1978);
(2) do zyty grzbictowej nosa (fac. v. dorsalis nasi) w kierunku doglowowym przez zyte
katowa oka az do osiggniecia zatoki zylnej oka, w celu infuzji autologicznego osocza lub
krwi z eksperymentalnie podwyzszonym st¢zeniem tlenku wegla (Rysunek 1). Obie kaniule
zostaly wyprowadzone na grzbiet zwierzecia, co pozwolito na bezstresowe pobieranie krwi
w trakcie wykonywania czynno$ci doswiadczalnych. Po zakonczeniu procedur
chirurgicznych zwierzgta zostaty przyporzadkowane do grup doswiadczalnych (n=6)

zgodnie z przyjetym harmonogramem doswiadczen.
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Rysunek 1. Schemat unaczynienia okolicy nosa i oka; miejsce wprowadzenia kaniuli do infuzji autologicznej krwi
lub osocza o fizjologicznym lub do$§wiadczalnie podniesionym stezeniu CO; (1) kaniula wprowadzona do zyly
grzbietowej nosa; (2) zyla katowa oka; (3) zatoka zyly ocznej i sie¢ dziwna tetnicy ocznej zewnetrznej; (4) sie¢
dziwna w okoloprzysadkowej zatoce jamistej; (5) tetnica gardlowa odchodzaca od tetnicy szczekowej.

2. Harmonogram doswiadczen

2.1 Doswiadczenie 1.
W doswiadczeniu pierwszym prowadzono 48-godzinng infuzje do zatoki zylnej oka
autologicznego osocza krwi, o podwyzszonym ste¢zeniu tlenku wegla, w stosunku do

fizjologicznego stezenia CO w krwi odptywajacej z oka (Tabela 1). Przygotowane osocze
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bylo wprowadzane do zyly katowej oka przy pomocy pompy infuzyjnej z predkoscia 8,3
ml osocza/godzing. Taka sama procedura eksperymentalna zostata przeprowadzona na
osobnych grupach zwierzat w okresie dtugich (czerwiec n=6) oraz krétkich (grudzien n=6)
dni $wietlnych. Odniesieniem do obu grup eksperymentalnych byly prowadzone
rownolegle kontrolne grupy zwierzat (czerwiec n=6; grudzien n=6), ktorym w tych samych

warunkach do zatoki zylnej oka przez 48 godzin infundowano autologiczne osocze.

2.1.1 Procedura przygotowania autologicznego osocza krwi o podwyzszonym steZeniu
tlenku wegla

Procedura wzbogacania osocza krwi w tlenek wegla zostata doswiadczalnie opracowana na
Politechnice Gdanskiej, na Wydziale Chemicznym, w Katedrze Inzynierii Chemiczne;j

i Procesorowej.

Dla kazdego zwierzecia osocze o podwyzszonym stezeniu tlenku wegla, przeznaczone do
infuzji, przygotowywane bylto na bazie autologicznej krwi pobranej na heparyne (10 Ul/ml,
Polfa) z zyly szyjnej zewnetrznej. 50 ml osocza zebranego po odwirowaniu petnej krwi (10
min, 3000xg, 4°C) przenoszono do fiolki chromatograficznej o pojemnosci 50 ml. Do tak
przygotowanej porcji osocza wprowadzano 0,8 cm® czystego chromatograficznie,
gazowego CO, po czym mieszano przez 30 minut na mieszadle rolkowym. Osocze
0 podwyzszonej zawarto$ci CO przy pomocy pompy infuzyjnej, (z predkoscig 8,3 ml
osocza/godzing) wprowadzano do zyly katowej oka a dalej zatoki zylnej oka. Wykonano
kontrolne pomiary st¢zenia CO w krwi zylnej pobranej z zyly katowej oka (przed
przystapieniem do infuzji) oraz w przygotowanym do infuzji osoczu wzbogaconym w CO
(Tabela 1). Pomiary zostaly wykonane metodg chromatografii gazowej zgodnie z procedurg
opisang przez Koziorowski i1 wsp. (2012). Pozostale po odwirowaniu elementy
morfotyczne krwi, rozcienczano plynem fizjologicznym Ringera do objetosci
odpowiadajacej pobranej krwi petnej. Tak przygotowang zawiesing, po wczesniejszym 30-
to minutowym mieszaniu, wprowadzano do krazenia ogoélnego przez zyle szyjna

zewnetrzna.
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Tabela 1. Srednie stezenie tlenku wegla (nmol/ml) w krwi odplywajacej z obszaru oka oraz w autologicznym
0s0CzU pobranym z zyly szyjnej zewnetrznej infundowanym do zatoki zylnej oka, wzbogaconym CO.

B Srednie stezenie CO (nmol/ml) w krwi kontrolnej

B Srednie stezenie CO (nmol/ml) w osoczu

Zima przygotowanym do infuzji
Lato
I 1 1 1 1
0 5 10 15 20
nmol CO/ml
Srednie stezenie CO Srednie stezenie CO Wspétczynnik wzrostu
(nmol/ml) w krwi (nmol/ml) w osoczu stezenia CO w osoczu
kontrolnej przygotowanym do infuzji  przygotowanym do infuzji
Lato 4,03+ 0,238 13,54 + 0,47 1*** 3,36
Zima 0,89+ 0,073 3,13+ 0,110%* 3,52

2.2 Doswiadczenie 2.

W doswiadczeniu drugim prowadzono 48-godzinng infuzje do zatoki zylnej oka, krwi
autologicznej, o podwyzszonym stezeniu tlenku wegla, w wyniku na$wietlania $wiatlem
LED (ang. light-emitting diodes), (Rysunek 3). Taka sama procedura eksperymentalna
zostata przeprowadzona na osobnych grupach zwierzat w okresie dlugich (czerwiec; n=6)
oraz krotkich (grudzien; n=6) dni S$wietlnych. Odniesieniem do obu grup
eksperymentalnych byty prowadzone rownolegle kontrolne grupy zwierzat (czerwiec n=6;
grudzien n=6), ktérym w tych samych warunkach do zatoki zylnej oka przez 48 godzin
infundowano autologiczng krew. W obu grupach kontrolnych, autologiczna krew
przechodzita przez ten sam uklad doswiadczalny, nie byla jednak poddana naswietlaniu

swiatlem LED.
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2.2.1 Procedura przygotowania autologicznej krwi o podwyziszonym w wyniku
naswietlania swiattem LED stezeniu tlenku wegla

Od zwierzat pobierano na heparyng (10 Ul/ml, Polfa ) 50ml krwi z zyly szyjnej
zewngtrznej. Wzrost stezenia tlenku wegla w krwi otrzymywano przez dwu-godzinne
naswietlanie autologicznej krwi $wiatlem LED o podwyzszonej emisji niebieskiego
widma, o natezeniu 10652,02 + 1419,70 Ix. Zgodnie z informacja producenta, maksimum
emisji wystepowalo w obszarze $wiatla niebieskiego (~442nm; szeroko$¢ pasma ~55nm),
natomiast drugi szczyt emisji wystepowat przy dhugosci fali ~545nm (szeroko$¢ pasma

~100nm) (Rysunek 2).

0,0016

0,0012

0,0008

0,0004

Intensywnosé promieniowania [W/sr nm]

400 500 600 700
Dtugos¢ fali (nm)

Rysunek 2. Charakterystyka spektralna widma emisyjnego lampy LED

Autologiczna krew, wprowadzana byla za pomocg pompy infuzyjnej do 6-cio metrowej
kaniuli nawini¢tej na $wietlowke o $rednicy 2,5cm z predkoscig 8,3ml/godzing. Po
przej$ciu przez spirale, naswietlona krew byta bezposrednio wprowadzana do zatoki zylnej
oka dzigki potaczeniu naswietlanego uktadu z kaniulag wprowadzong do zyly katowej oka

(Rysunek 3).
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Rysunek 3. Schemat ukladu do$wiadczalnego dotyczacego infuzji do zatoki zylnej oka autologicznej krwi
naswietlanej swiattem LED; (1) pompa infuzyjna, (2) strzykawka z krwia autologiczna, (3) kaniula implantowana
do zyly grzbietowa nosa, przez ktéra wprowadzana byla naswietlana krew, (4) lampy LED, (5) zyla grzbietowa
nosa.

Dhugo$¢ kaniuli oraz czas naswietlania zostaty dobrane doswiadczalnie, by w wyniku
naswietlania krwi przeptywajacej przez kaniule ze stala predkoscia (8,3ml/godzing)
otrzyma¢ okolo 3-krotny wzrost st¢zenia tlenku wegla w stosunku do fizjologicznego
poziomu CO w krwi kontrolnej. W celu kontroli uktadu dos$wiadczalnego wykonano
pomiary stezenia tlenku wegla w krwi zylnej krazenia obwodowego przed oraz po
naswietlaniu (Tabela 2), oraz pomiary st¢zenia CO w krwi przed oraz po przejsciu
z predkoscig 8,3ml/godzing przez 6-cio metrowa kaniule bez naswietlania (Tabela 4).
Wykonano pomiary st¢zenia tlenku wegla w krwi zylnej odptywajacej z oka w warunkach
fizjologicznych w okresie dilugiego oraz krotkiego dnia $wietlnego celem ustalenia
doktadnych proporcji zmiany st¢zenia tlenku wegla w zatoce ocznej w trakcie infuzji
naswietlanej krwi (Tabela 3). Pomiary stgzenia CO zostaly wykonane metoda

chromatografii gazowej zgodnie z procedurg opisang przez Koziorowski i wsp. (2012).
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Tabela 2. Stezenie tlenku wegla (nmol/ml) w krwi obwodowej pobranej z zyly szyjnej zewnetrznej przed, oraz po
2-godzinnym naswietlaniu $wiattem LED w okresie dlugiego [A], oraz krétkiego [B] dnia Swietlnego. Wyniki
przedstawiono, jako $rednia + SEM, ***P<0.001.

Bl Stezenie CO przed naswietlaniem

Zima Noc
@ Stgzenie CO po naswietlaniu
Zima Dzien
Lato Noc
Lato Dzien
0 2 4 6 8 10
nmol CO/ml
Stezenie CO Stezenie CO Krotnos$¢ wzrostu
(nmol/ml) w krwi (nmol/ml) w krwi stezenia CO we krwi po
kontrolnej naswietlanej jej naswietleniu
Lato Dzien 1,83740,14 6,161+0,48%** 3,35
Lato Noc 1,244+0,10 4,068+0,3 5%** 3,27
Zima Dzien 0,880+0,09 2,204+0,08%*** 2,50

Zima Noc 0,853+0,08 2,053£0,1 7%+ 2,41
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Tabela 3. Fizjologiczny poziom tlenku wegla (nmol/ml krwi) w krwi zylnej odplywajacej z oka oraz poziom tlenku
wegla w krwi zZylnej krazenia obwodowego po 2-godzinnym naswietlaniu §wiattem LED, w okresie dlugiego [A]
oraz krotkiego [B] dnia $wietlnego, Srednia = SEM, ***P<(.001.

@l Poziom CO w krwi zylnej odplywajacej z oka

Zima Noc . . . . . .
Bl Poziom CO w nas$wietlanej krwi zylnej krazenia
obwodowego
Zima Dzien
Lato Noc
Lato Dzien
) T T T T 1
0 2 4 6 8 10
nmol CO/ml
Poziom CO w krwi krazenia Krotno$¢ wzrostu stezenia CO po
Poziom CO w
obwodowego po 2-godzinnym na$wietlaniu w
krwi zylnej . .
2-godzinnym naswietlaniu $wiattem stosunku do fizjologicznego
odplywajacej z .
K LED infundowanej do zatoki Zylnej poziomu CO w krwi zylnej
oka
oka odplywajacej zoka

Lato Dzen 3,375+0,76 6,161£0,48%*** 1,83

Lato Noc 0,890+0,12 4,068+0,35%** 457

Zima Dzien 1,242+0,07 2,204:£0,08%** 1,78

Zima Noc 0,742+0,05 1,929+0,13%** 2,60
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Tabela 4. Stezenie tlenku wegla (nmol/ml) w krwi pobranej z zyly szyjnej zewnetrznej przed podaniem do kaniuli,
oraz po przejsciu z predkoscig 8,3ml/godzine przez 6-cio metrowa kaniule bez naswietlania.

:l_l 3 Stezenie CO w krwi zylnej przed podawaniem do kaniuli
Noc Bl Stezenie CO w krwi zylnej po przejéciu przez
.-| kaniule
Dzien
I T T T T 1
0 2 4 6 8 10
nmol CO/ml
Stezenie CO w krwi Zylnej przed Stezenie CO w krwi zylnej po
podaniem do kaniuli przej$ciu przez kaniule
Dzien 0,973+0,12 1,033+0,14
Noc 0,907+0,23 0,910+0,17

3. Pobieranie krwi

W kazdej grupie doswiadczalnej, w trakcie 48-godzinnej infuzji, od zwierzat w odstepach
2-godzinnych pobierano krew do analiz stezenia hormonu Iluteotropowego,
folikulotropowego oraz melatoniny. Krew krazenia obwodowego byla pobierana do
heparynizowanych probowek (10 Ul/ml, Polfa) z zyly szyjnej zewnetrznej w objetosci
10ml. Bezposrednio po pobraniu, krew byla wirowana (3000xg przez 10 minut w
temperaturze 4°C). Zebrane osocze przechowywano w temperaturze -20°C do czasu
dalszych analiz. Nocg krew pobierano przy s$wietle czerwonym (lampa do ciemni
fotograficznej emitujaca $wiatlo czerwone niewielkiej mocy) 1 przy $§wietle matej latarki,

unikajac bezposredniej ekspozycji oczu zwierzat na Swiatlo.
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4. Pobieranie struktur centralnego ukladu nerwowego do analiz
ekspresji gendw gonadotropin i gonadoliberyny

Po zakonczeniu czesci eksperymentalnej w celu analizy ekspresji genéw gonadotropin oraz
gonadoliberyny w strukturach centralnego uktadu nerwowego, od zwierzat, poubojowo,
pobierano przysadke mozgowa oraz podwzgorze. Ubdj zwierzat byt wykonywany
w lokalnej rzezni. Po ogluszeniu i uboju, zwierzeta byly dekapitowane, rozcinano czaszke
1 pobierano caly mozg, z ktérego nastepnie, z zachowaniem zasad sterylnosci, izolowano
przysadke moézgowa 1 podwzgorze. Pobrane struktury umieszczano w ciektym azocie. Czas

pomiedzy ubojem a zabezpieczeniem tkanek w ciektym azocie wynosit §rednio 8 minut.

5. Oznaczenia poziomu hormonéw w osoczu krwi obwodowej metoda

radioimmunologicznag

5.1 Oznaczanie steZenia LH i FSH

Pomiar stezenia lutropiny i folitropiny zostat wykonany w Instytucie Rozrodu Zwierzat
i Badan Zywno$ci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie w Zaktadzie Lokalnych Regulacji
Fizjologicznych. St¢zenie LH (Zigcik i wsp., 1979) i FSH w osoczu krwi oznaczono
metodg radioimmunologiczng z wykorzystaniem hormonu znakowanego radioaktywnym
izotopem jodu *2°J. Znakowanie hormonu LH (Porcine Luteinizing Hormone Antygen,
AFP-11043B; Hormone &Pituitary Program; Torrance, USA) i FSH (Follicle-Stimulating
Hormone Antygen, AFP-10640B; Hormone & Pituitary Program; Torrance, USA)
przeprowadzono radioaktywnym jodem (*2°J; PerkinElmer and Analytical Science; Boston,
USA) metoda chloraminowa (Greenwood i wsp., 1963). Drugie przeciwciata zostaty
wytworzone w Instytucie Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie. Warto$ci
stezen LH i FSH w badanych probach obliczano na podstawie krzywej kalibracyjnej
uzyskanej dla odpowiednich wzorcéw: 0,075; 0,15; 0,312; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 ng/probe.
Do stracania prob uzywano roztworu glikolu etylowego. Radioaktywno$¢ osadu mierzono
w liczniku promieniowania gamma (LKB Wallac-Clinigamma, Rockville, MD, czas
pomiaru 1 minuta) o wydajnosci dla jodu 70%. W zastosowanych warunkach analizy

oznaczony limit czutosci dla LH i FSH wynosit odpowiednio 0,07 ng/probe i 0,04ng/probe
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a wspotczynniki zmienno$ci wewnatrz seryjnej 1 miedzy seryjnej wynosity odpowiednio
3,0% i 9,0% oraz 2,4 i 12,2%. Stezenie hormondéw w probach wyliczano przy pomocy

programu komputerowego do analizy wynikow pomiaréw RIA.

5.3 Oznaczenie stezenia melatoniny

Stezenie melatoniny w badanych prébach osocza oznaczano metoda radioimmunologiczng
z wykorzystaniem komercyjnych zestawéow RIA (Biihlman Laboratories AG,
Schonenbuch, Switzerland). Stosowano melatoning znakowana '2°J (B-MEL-TR),
przeciwciala antymelatoninowe (B-MEL-AS) i drugie przeciwciata (B-AB-2). Krzywa
standardowa obejmowala stezenia melatoniny: 0,5; 1,5; 5; 15 1 50 pg/ml. Radioaktywnos¢
stragconej frakcji stalej mierzono w liczniku do pomiaru promieniowania y (Perkin Elmer
1470 Wizard) o wydajnos$ci dla jodu >78%. Czulo§¢ oznaczen melatoniny wynosita 0,9
pg/ml, a wspotczynniki zmiennosci wewnatrz seryjnej i miedzy seryjnej 7,9% 1 11,7%.
Stezenie melatoniny w probach wyliczano przy pomocy programu komputerowego do

analizy wynikéw pomiarow RIA.

6. Oznaczanie poziomu mRNA - analiza ekspresji genéow GnRH, GnRH-R, «,

Lhp i Fshp

6.1 Izolacja RNA

Catkowity komoérkowy RNA zostal wyizolowany z tkanek przy pomocy zestawu TRI
Reagent (Sigma Aldrich) opartego o zmodyfikowang metod¢ Chomczynski i Sacchi
(1987). Tkanke zawieszano w 1ml odczynnika TRI Reagent a nastepnie homogenizowano
przy uzyciu systemu FastPrep24 (MP Biomedicals) z wykorzystaniem macierzy
ceramicznej (Lysing Matrix D; MP Biomedicals). Otrzymany homogenat inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 5 minut. Po zakonczeniu inkubacji lizat komérkowy
przenoszono do nowej probowki (typu Eppendorf). Nastepnie dodawano do niego 0,2 ml
chloroformu (Sigma Aldrich) i energicznie wytrzasano przez 15 sekund. Tak powstala
mieszaning inkubowano w temperaturze pokojowej przez 3 minuty. Po zakonczeniu
inkubacji, proby wirowano przy predkosci 12 000 x g, przez 15 minut w temperaturze 4°C,

prowadzac do rozdzialu mieszaniny na frakcje. Frakcja wodna (gorna), zawierajaca RNA,
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zostala przeniesiona do nowej probowki. Nastepnie, w celu wytracenia osadu RNA,
dodawano 0,5 ml izopropanolu. Po 10 minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej,
proby ponownie wirowano (12 000 x g, 10 min., 4°C) otrzymujac osad RNA. Osad
plukano 75% alkoholem etylowym (1 ml), a nastepnie wirowano (7500 x g, 5 min., 4°C)
1 usuwano nadsacz. Pozostaly osad RNA pozostawiano do odparowania resztek etanolu.
Otrzymane RNA rozpuszczano w wodzie wolnej od rybonukleaz. Stgzenie (pg/pl)
1 czystos¢ wyizolowanego RNA okreslano spektrofotometrycznie przy uzyciu
spektrofotometru kroplowego NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Stopien czystosci
preparatdw RNA okreslano na podstawie stosunku absorbancji przy dlugosci fal 260/280
nm. Dang prob¢ RNA uznawano za czysta, gdy wartos¢ A(260)/A(280) zawierala si¢
w granicach 1,6-2,0. Otrzymane preparaty RNA oceniano takze elektroforetycznie w 1,5%
zelu agarozowym w buforze TBE celem kontroli integralnosci wyizolowanego RNA.
W tym celu lpg RNA wymieszano z buforem obcigzajacym 1 naniesiono na zel
zawierajacy bromek etydyny. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono przy napigciu
5V/cm przez 45 minut. Prazki RNA uwidoczniono w $wietle UV z wykorzystaniem

systemu detekcji zeli Fusion FX.

6.2 Reakcja odwrotnej transkrypcji

Przed przystapieniem do przygotowania reakcji odwrotnej transkrypcji dokonano trawienia
DNazg 1 (Sigma Aldrich) celem oczyszczenia preparatow RNA 2z pozostalosci
genomowego DNA. Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT) zostata przeprowadzona przy
uzyciu odwrotnej transkryptazy wirusa bialaczki mysiej M-MLV  (Promega)
z wykorzystaniem starterow oligo(dT)15. Przygotowany roztwor wstepny; 1ug RNA wraz
z 1ul oligo(dT) denaturowano termicznie przez 10 minut w temperaturze 70°C, po czym
schtadzano w lodzie. Nastepnie dodawano mieszaning do reakcji RT (odwrotna
transkryptaza, bufor, ANTP; Promega). Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono przez
60 minut w temperaturze 42°C. Odwrotng transkryptaze inaktywowano termicznie przez
ogrzewanie probek przez 5 minut w temperaturze 90°C. Uzyskane cDNA przechowywano

w temperaturze -20°C do czasu wykonania reakcji Real-Time PCR.
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6.3 Reakcja tancuchowa polimerazy z detekcja w czasie rzeczywistym - Real-Time PCR
Poziom ekspresji badanych gendéw oznaczono metoda ilosciowej reakcji PCR w czasie
rzeczywistym przy pomocy aparatu StepOne Plus (Applied Biosystems). Powstawanie
produktow PCR monitorowano przez pomiar sygnatu fluorescencji emitowanej przez
swoiste sondy hydrolizujace (TagMan), znakowane fluorescencyjnie umiejscowione

pomigdzy parg starteréw PCR.

Reakcje przeprowadzono z wykorzystaniem gotowej mieszaniny reakcyjnej TagMan Gene
Expression Assay (Applied Biosystems - Life Technologies). Do oceny ekspresji badanych

genow wykorzystano sondy dostarczone przez Applied Biosystems (Tabela 5).

Gen Gene Expression Assays

(Applied Biosystems)

Lhp Ss03382452_ul
Fshp Ss03382019 gl
a Ss03394998 ml
GnRH-1 Ss03394548 m1l
GnRH-R Ss03394546_m1
GAPDH Ss03375435_ul

Tabela 5. Gene Expression Assays

W sktad mieszaniny reakcyjnej o objetosci 20 pl/dotek wchodzity nastepujace sktadniki:
10 pl TagMan Gene Expression Assay Master Mix 2x (Applied Biosystems), 2 pl
specyficznej sondy TagMan (TagMan assay), 70ng cDNA, DNase-free water do koncowe;j
objetosci 20pl. Stezenie cDNA w reakcji wybrano po serii do§wiadczen probnych na
podstawie zadowalajacych wynikdéw. Zoptymalizowany profil temperaturowo-Cczasowy
reakcji Real-Time PCR byt nastepujacy: 95°C - 10 minut (wstepna denaturacja), nastgpnie
40 cykli: 95°C - 15 sekund (denaturacja nici), 60°C - Iminuta (przylaczanie starterow),
(elongacja), odczyt fluorescencji. Reakcje PCR na plytkach 96-dotkowych
przeprowadzono trzykrotnie dla kazdej badanej probki. Jako kontrolg ujemna/negatywna

przeprowadzono dla kazdej reakcji amplifikacje¢ z dodatkiem wody zamiast cDNA. W celu
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normalizacji badan wykorzystano gen referencyjny - dehydrogenaz¢ fosforanu aldehydu
glicerynowego (ang. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; GAPDH). Wyniki
reakcji zapisywano i analizowano za pomocg programu StepOne Plus Software v 2.1.
Oceny ekspresji badanych genéw dokonywano metoda analizy wzglednej, pozwalajace;j
wyliczy¢ wzgledng réznice poziomu ekspresji badanego genu migdzy probami nieznanymi

a proba referencyjng.

7. Analiza statystyczna

Wszystkie wyniki zostaly przedstawione, jako $rednie arytmetyczne =+ biad
standardowy $redniej (SEM). W celu okreslenia odpowiedzi osi HPG na zmiany st¢zenia
tlenku wegla przez caly okres trwania doswiadczenia (48 godzin) analizowano profile LH
zintegrowane w formie pola powierzchni pod krzywa stezen (AUC). Dobowe profile
melatoniny byly analizowane metodga opisang przez Barassin 1 wsp. (1999) zgodnie

Z ponizszym réwnaniem:

y=Y0+ [Ymax/((l + exp(A = (IT50 — x))) * (1 + exp(B = (x — DT50)))]

gdzie:

y liczba punktéw danych

X punkt czasowy danej

YO podstawowy poziom melatoniny w ciggu dnia

Ymax najwyzszy poziom melatoniny noca

ITS0  punkt czasowy, w ktorym poziom melatoniny osiagnal 50% maksymalnego

nocnego poziomu

DT50 punkt czasowy, w ktérym poziom melatoniny spadat o 50% z maksymalnego

nocnego poziomu

AiB wartosci nachylenia krzywej do punktow danych IT50 i DT50
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Amplitud¢ wzrostu melatoniny definiowano, jako réznice migdzy wartosciami Ymax i YO;
czas trwania nocnego, podniesionego poziomu melatoniny definiowano, jako réznice

mi¢dzy wartosciami DT50 i IT50.

Analiza statystyczna danych dotyczacych ekspresji genéw oraz poziomu hormondw
zostala wykonana przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z post testem
Bonferoniego. Do analizy wynikéw zawartosci CO w krwi oraz osoczu, poshizono si¢
testem nieparametrycznym Manna-Whitney'a. Wszystkie analizy statystyczne wykonano

w programie GraphPad Prism 5.0.4. Za poziom istotnosci statystycznej przyjeto P<0.05.
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IV WYNIKI

Analiza dobowego i sezonowego profilu uwalniania melatoniny do krqzenia ogélnego po

48-godzinnej infuzji do zatoki zylnej oka autologicznej krwi lub osocza

Sezonowe i dobowe zmiany poziomu melatoniny w krwi obwodowej zwierzat grup
kontrolnych, zostaly przedstawione, jako dobowe profile uwalniania melatoniny do
krazenia og6lnego (Wykres 1B), oraz jako $rednie stezenie melatoniny w krwi obwodowej

(pg/ml osocza krwi) (Wykres 1A).
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Wykres 1. Poziom [A] oraz dobowe profile [B] melatoniny (pg/mL) w osoczu krwi obwodowej zwierzat grup
kontrolnych ktérym do Zylnej zatoki oka infundowano autologiczng krew lub osocze w okresie diugich (n=12)
oraz krétkich (n=12) dni §wietlnych, srednia £ SEM,  P<0.001 [A].

U wszystkich zwierzat obserwowano wyrazny rytm sekrecji melatoniny z wysokim
poziomem tego hormonu w trakcie fazy ciemnej, zar6wno w okresie krotkich jak i dtugich
dni $§wietlnych. Nie zanotowano roznic w amplitudzie sekrecji melatoniny podczas fazy
ciemnej, istotna zmiana [8,31 + 0,22 godzin; P<0,001] dotyczyta natomiast czasu trwania
podniesionego poziomu sekrecji melatoniny, ktory w okresie dlugich dni $wietlnych
wynosit 8,17 + 0,16 godzin, natomiast w okresie krotkich dni $wietlnych, 16,48 + 0,26
godzin (Wykres 1B). Poziom melatoniny w krazeniu obwodowym w fazie jasnej w okresie

krétkich dni $wietlnych [24,11 + 1,97 pg/ml osocza krwi] byt istotnie wyzszy (P<0.001) od
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poziomu tego hormonu w fazie jasnej w okresie diugich dni $§wietlnych [13,99 + 1,06

pg/ml osocza krwi] (Wykres 1A).

Poziom GnRH mRNA w podwzgorzu po 48-godzinnej infuzji do zatoki zylnej oka

autologicznej krwi lub osocza

Poziom mRNA genu GnRH-1 zostal okreSlony w trzech cze$ciach podwzgorza:
przedwzrokowej (POA), przedniej (ang. anterior hypothalamus; AH) oraz brzuszno-
przysrodkowej (VM). Najwyzszy stopien ekspresji genu gonadoliberyny w podwzgorzu
oznaczono w jego czesci przedwzrokowej. Poziom GnRH-I mRNA w obszarze
przedwzrokowym, w okresie dtugich dni $wietlnych [10,290 + 2,73 jednostek wzgledne;j
ekspresji (j.w.e.)] byt kilkunastokrotnie wyzszy (P<0.001) od poziomu ekspresji tego genu
w czgsci przedniej [0,724 + 0,35 j.w.e.] oraz brzuszno-przysrodkowej [0,556 & 0,10 j.w.e.]
podwzgorza (Wykres 2A). Réwniez w okresie najkrotszych dni roku poziom GnRH-I
MRNA w obszarze przedwzrokowym [3,246 + 0,33 j.w.e.] pozostawat istotnie wyzszy
(P<0.01) w stosunku do pozostatych analizowanych obszarow podwzgoérza [0,251 + 0,03
jw.e. (AH); 1,251 £ 0,28 j.w.e. (VM)] (Wykres 2B). Istotne réznice w poziomie mRNA
gonadoliberyny obserwowano réwniez w zaleznosci od analizowanego okresu $§wietlnego.
W okresie krotkich dni swietlnych poziom GnRH-I mRNA w czgsci przedwzrokowe;j
podwzgorza 3,246 + 0,33 j.w.e.] byt istotnie nizszy (P<0.01) od poziomu ekspresji tego
genu w POA w okresie dlugich dni $wietlnych [10,290 + 2,73 jw.e.]. W cz¢sci VM
podwzgorza w okresie krotkich dni $wietlnych obserwowano istotny wzrost (P<0.05)
poziomu GnRH-I mRNA w stosunku do poziomu tego genu w okresie diugich dni
$wietlnych (Wykres 2C).
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Wykres 2. Poziom GnRH-1 mRNA w czesci przedwzrokowej, (POA), przedniej (AH) oraz brzuszno-przy$rodkowej
(VM) podwzgérza zwierzat grup kontrolnych ktérym do zylnej zatoki oka infundowano autologiczng krew lub
osocze w okresie dlugich (n=12) [A, C] oraz kroétkich (n=12) [B, C] dni $wietlnych, Srednia £+ SEM, “P<0.05,
“P<0.01, 7" P<0.001.

Poziom GnRH-R mRNA w podwzgdrzu oraz przedniej czesci przysadki mézgowej po 48-

godzinnej infuzji do zatoki zylnej oka autologicznej krwi lub osocza

Poziom mRNA genu GnRH-R po 48-godzinnej infuzji do zatoki zylnej oka autologicznej
krwi, zostal okre§lony w trzech czg$ciach podwzgoérza: przedwzrokowej, przedniej,
brzuszno-przysrodkowej oraz w przedniej czg$ci przysadki moézgowej (ang. anterior

pituitary; AP). W okresie dlugich dni $wietlnych nie obserwowano istotnych roznic
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w poziomie ekspresji genu receptora gonadoliberyny w analizowanych cze¢$ciach
podwzgorza i przysadki mozgowej (Wykres 3A). Podczas najkrétszych dni roku poziom
MRNA GnRH-R w przedniej czesci przysadki mézgowej [17,90 + 0,59 j.w.e] byt istotnie
wyzszy niz w podwzgorzu [(POA) 1,413 £ 0,06; (AH) 2,052 + 0,33; (VM) 1,102 + 0,09
jw.e] (Wykres 3B). W przedniej czgséci przysadki mozgowej w okresie krotkich dni
swietlnych poziom MRNA GnRH-R [17,90 £ 0,59 j.w.e.] byl kilkukrotnie wyzszy
(P<0.001) niz podczas najdluzszych dni roku [4,197 + 1,06 j.w.e.] (Wykres 3C).
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Wykres 3. Poziom GnRH-R mRNA w czeSci przedwzrokowej, (POA), przedniej (AH) oraz brzuszno-
przy$rodkowej (VM) podwzgorza oraz w przedniej czeSci przysadki mézgowej (AP) zwierzat grup kontrolnych
ktérym do zylnej zatoki oka infundowano autologiczng krew lub osocze w okresie dlugich (n=12) [A, C] oraz
krotkich (n=12) [B, C| dni §wietlnych, §rednia = SEM, "P<0.05, ““P<0.01, ™ P<0.001.
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Poziom mRNA podjednostek gonadotropin w przedniej czesci przysadki mézgowej
zwierzqt grup kontrolnych po 48-godzinnej infuzji do zatoki zylnej oka autologicznej
krwi lub osocza

Poziom ekspresji genow podjednostek gonadotropin LAg [1,33 + 0,14 j.w.e.], Fshp [0,751
+ 0,13 j.w.e.] oraz wspolnej podjednostki a [1,062 + 0,03 j.w.e.] w przedniej czesci
przysadki mozgowej w okresie krotkich dni §wietlnych byt istotnie wyzszy od poziomu
ekspresji tych genow podczas najdtuzszych dni roku [(LAS) 0,959 + 0,09; (Fshpf) 0,298 +
0,13; («) 0,363 £ 0,09 j.w.e.] (Wykres 4).
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Wykres 4. Poziom Lhf [A], Fshp [B] oraz a [C] MRNA w przedniej cze$ci przysadki mézgowej (AP) zwierzat
grup kontrolnych ktérym do zylnej zatoki oka infundowano autologiczna krew lub osocze w okresie diugich
(n=12) oraz krétkich (n=12) dni §wietlnych, $rednia + SEM, P<0.05, P<0.001
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Analiza sezonowych zmian poziomu LH w osoczu krwi obwodowej po 48-godzinnej

infuzji do zatoki zZylnej oka autologicznej krwi lub osocza

Wyniki pomiaru stezenia hormonu luteotropowego w grupach kontrolnych zostaly
przedstawione w jednostkach pola powierzchni pod krzywa (AUC - ang. area under curve)
(Wykres 5A) oraz jako przyktadowe 48-godzinne profile uwalniania LH (ng/ml) do
krazenia obwodowego (Wykres 5B).
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Wykres 5. Poziom LH (AUC) w osoczu krwi obwodowej zwierzat grup kontrolnych, ktorym do zylnej zatoki oka
infundgwano autologiczna krew lub osocze w okresie dlugich (n=6) oraz krétkich (n=6) dni §wietlnych, Srednia +
SEM,  P<0.01 [A], oraz przykladowe profile LH w surowicy krwi (ng/mL) u jednego osobnika z kazdej z grup

[B].

Poziom hormonu luteotropowego w osoczu krwi obwodowej zwierzat w okresie krotkiego
dnia $wietlnego [44,92 + 3,57 jednostek AUC] byt 3-krotnie wyzszy (P<0.01) od poziomu
LH, ktory zanotowano dla analogicznej grupy do$wiadczalnej w okresie dilugiego dnia

$wietlnego [15,06 £ 0,94 jednostek AUC] (Wykres 5).
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Analiza sezonowych zmian poziomu FSH w osoczu krwi obwodowej po 48-godzinnej

infuzji do zatoki zZylnej oka autologicznej krwi lub osocza

Wyniki pomiaru st¢zenia hormonu folikulotropowego w grupach kontrolnych
przedstawiono w jednostkach pola powierzchni pod krzywa (AUC) uwalniania FSH do
krazenia obwodowego (Wykres 6A) oraz jako przyktadowe 48-godzinne profile FSH
(pg/ml) (Wykres 6B).
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Wykres 6. Poziom FSH (AUC) w osoczu krwi obwodowej zwierzat grup kontrolnych ktérym do zylnej zatoki oka
infundowano autologiczna krew lub osoczne, w okresie dlugich (n=12) oraz krétkich (n=12) dni $wietlnych,
§rednia + SEM, ~ P<0.05 [A], oraz przykladowe profile FSH w surowicy krwi (ng/mL) u jednego osobnika z
kazdej z grup [B].

Poziom hormonu folikulotropowego w osoczu krwi obwodowej zwierzat w okresie
krotkich dni $wietlnych [7,38 + 0,01 jednostek AUC] byl istotnie wyzszy (P<0.05) od
poziomu FSH w osoczu krwi obwodowej analogicznej grupy zwierzat w okresie dlugich

dni $wietlnych [4,73 + 0,65 jednostek AUC] (Wykres 6).



54

Analiza sezonowego i dobowego profilu uwalniania melatoniny do krqgzenia ogdlnego w
trakcie 48-godzinnej infuzji do zatoki zylnej oka autologicznego osocza o podniesionej

zawartosci tlenku wegla lub autologicznej krwi naswietlanej swiattem LED

Sezonowe i dobowe zmiany poziomu melatoniny w krwi obwodowej w trakcie 48-
godzinnej infuzji do zatoki zylnej oka autologicznego osocza o podniesionej zawartosci
tlenku wegla, oraz autologicznej krwi naswietlanej §wiatlem LED, zostaty przedstawione,
jako dobowy profil uwalniania melatoniny do krazenia ogo6lnego (Wykres 7), oraz jako
$rednie stezenie melatoniny w krwi obwodowej (Wykres 8).

Podczas fazy ciemnej okresu krotkich dni $wietlnych obserwowano istotny spadek
(P<0.001) poziomu melatoniny [36,32 + 2,08 pg/ml osocza krwi] towarzyszacy infuzji do
zatoki zylnej oka autologicznego osocza o podniesionej zawartosci tlenku wegla,
w stosunku do grupy kontrolnej [58,25 £ 1,75 pg/ml osocza krwi]. Amplituda wzrostu
wydzielania melatoniny podczas fazy ciemnej w drugiej grupie doswiadczalnej (CO)
[18,25 + 2,87] spadta ponad 2-krotnie (P<0.05) w odniesieniu do grupy kontrolnej [39,41 +
4,84]. Infuzji do zatoki zylnej oka autologicznego osocza wzbogaconego CO podczas fazy
ciemnej okresu dlugich dni $wietlnych towarzyszyt wzrost (P<0.05) poziomu melatoniny
[61,06 £ 2,97 pg/ml osocza krwi] w poréwnaniu do poziomu tego hormonu w tym samym
okresie w grupie kontrolnej [51,67 £ 2,05 pg/ml osocza krwi]. Podczas fazy jasnej nie
obserwowano istotnych zmian w st¢zeniu melatoniny w krazeniu ogolnym, ktore
towarzyszytyby zwiekszonemu stezeniu tlenku wegla w zatoce zylnej oka. W trzeciej
grupie doswiadczalnej (LED), w trakcie infuzji do zatoki zylnej oka autologicznej krwi
naswietlanej §wiattem LED, skréceniu o ponad dwie godziny [2,34 + 0,35 godziny;
P<0.05] ulegt okres podniesionego poziomu uwalniania melatoniny w fazie ciemnej [14,14
+ 0,42 godzin] w porownaniu do grupy kontrolnej [16,48 + 0,26 godzin]. W okresie
dhugich dni $wietlnych, nie obserwowano istotnych réznic w sposobie uwalniania, oraz
poziomie melatoniny towarzyszacych infuzji do zatoki jamistej oka krwi autologicznej

naswietlanej $wiattem LED.
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Wykres 7. Dobowe profile melatoniny (pg/mL) w osoczu krwi obwodowej zwierzat w trakcie 48-godzinnej infuzji
do zatoki ocznej ub autologicznego osocza o podniesionej zawartosci tlenku wegla (CO) lub autologicznej krwi
naswietlanej Swiattem LED (LED), w okresie dlugich [A, C] oraz krétkich [B, D] dni $wietlnych.
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Wykres 8. Poziom melatoniny (AUC) w osoczu krwi obwodowej zwierzat w trakcie 48-godzinnej infuzji do zatoki
ocznej autologicznego osocza o podniesionej zawarto$ci tlenku wegla (CO; n=6) lub autologicznej krwi
naswietlanej $wiattem LED (LED; n=6) w okresie dlugich [A] oraz krétkich [B] dni §wietlnych, srednia + SEM, :
P<0.05, " P<0.001.
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Poziom GnRH-I mRNA w podwzgorzu zwierzqt po 48-godzinnej infuzji do zatoki Zylnej
oka autologicznego osocza o podniesionej zawartosci tlenku wegla lub autologicznej

krwi naswietlanej swiattem LED

Poziom mRNA genu GnRH-1 zostal okreSlony w trzech cze$ciach podwzgorza:

przedwzrokowej, przedniej oraz brzuszno-przysrodkowe;.

W okresie dlugich dni §wietlnych w wyniku infuzji do zatoki ocznej krwi naswietlane;j
swiattem LED poziom GnRH-1 mRNA w czgéci przedwzrokowej podwzgorza [3,557 +
0,96 j.w.e.] istotnie si¢ obnizyt (P<0.05) w stosunku do grupy kontrolnej [10,290 + 2,73
jw.e.]. W czeéci brzuszno-przysrodkowej podwzgdrza obserwowano istotny wzrost
(P<0.001) poziomu GnRH-I mMRNA zarowno po infuzji autologicznego 0socza
o podniesionej zawartosci CO [3,330 = 0,94 j.w.e.] jak rowniez w wyniku infuzji
autologicznej krwi naswietlanej swiatlem LED [2,536 + 0,64 j.w.e.] wzgledem kontroli
[0,556 = 0,10 j.w.e.] (Wykres 9).
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Wykres 9. Poziom GnRH-1 mRNA w czesci przedwzrokowej, (POA), przedniej (AH) oraz brzuszno-przySrodkowej
(VM) podwzgoérza zwierzat po 48-godzinnej infuzji do zatoki autologicznego osocza o podniesionej zawarto$ci
tlenku wegla (CO; n=6) lub autologicznej krwi naswietlanej $wiatlem LED (LED; n=6) w okresie dlugich dni
$wietlnych, $rednia = SEM, P<0.05,  P<0.001.
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W okresie krotkich dni $wietlnych w czeéci przedwzrokowej podwzgdrza (POA)
obserwowano istotny wzrost poziomu ekspresji genu GnRH-1 po infuzji do zatoki zylnej
oka autologicznego osocza o podniesionej zawartosci CO [6,337 + 0,83 j.w.e.; P<0.01] jak
réwniez autologicznej krwi naswietlanej $wiattem LED [11,91 £ 1,99 j.w.e.; P<0.01]
w stosunku do kontroli [3,246 + 0,33 jw.e.]. W czeSci przedniej podwzgorza istotny
wzrost (P<0.01) poziomu GnRH-1 mRNA wzglgdem kontroli [0,251 + 0,03 j.w.e.]
obserwowano jedynie po infuzji do zatoki zylnej oka autologicznej; krwi naswietlanej

$wiattlem LED [0,472 + 0,06 j.w.e.] (Wykres 10).
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Wykres 10. Poziom GnRH-I mRNA w czeSci przedwzrokowej, (POA), przedniej (AH) oraz brzuszno-
przySrodkowej (VM) podwzgérza zwierzat po 48-godzinnej infuzji do zatoki ocznej autologicznego osocza o
podniesionej zawartos$ci tlenku wegla (CO; n=6) lub autologicznej krwi naswietlanej Swiattem LED (LED; n=6) w
okresie krotkich dni $wietlnych, $rednia £ SEM, "P<0.05, “P<0.01, ™ P<0.001.
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Poziom GnRH-R mRNA w podwzgdrzu oraz przedniej czesci przysadki mézgowej po 48-
godzinnej infuzji do zatoki zylnej oka autologicznego osocza o podniesionej zawartosci

tlenku wegla lub autologicznej krwi naswietlanej Swiattem LED

Poziom mRNA genu GnRH-R zostat okreslony w podwzgorzu w czesci: przedwzrokoweyj,

przedniej i brzuszno-przysrodkowej oraz w przedniej czgséci przysadki moézgowe;.

W okresie dlugich dni $wietlnych poziom ekspresji genu receptora gonadoliberyny
(GNRH-R) w przedniej czgsci przysadki mézgowej istotnie wzrést w odniesieniu do
kontroli [4,197 £ 1,06 j.w.e.] zarbwno po infuzji do zatoki ocznej autologicznego osocza
o podniesionej zawartosci tlenku wegla [15,020 £ 0,64 j.w.e.; P<0.01] jak 1 autologicznej
krwi naswietlanej $wiattem LED [19,390 + 1,71 j.w.e.; P<0.01] (Wykres 11).
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Wykres 11. Poziom GnRH-R mRNA w cze$ci przedwzrokowej, (POA), przedniej (AH) oraz brzuszno-
przysrodkowej (VM) podwzgorza oraz w przedniej czeSci przysadki mézgowej (AP) zwierzat po 48-godzinnej
infuzji do zatoki ocznej autologicznego osocza o podniesionej zawartosci tlenku wegla (CO; n=6) lub autologicznej
krwi naswietlanej §wiattem LED (LED; n=6) w okresie dlugich dni §wietlnych, $rednia + SEM, “P<0.01.

W okresie najkrotszych dni roku obserwowano spadek poziomu ekspresji genu receptora
gonadoliberyny w przedniej czgsci przysadki mozgowej po infuzji do zatoki ocznej
autologicznego osocza o podniesionej zawartosci CO [7,718 + 1,75 j.w.e.; P<0.01] oraz

autologicznej krwi naswietlanej $wiattem LED [13,23 + 1,84 j.w.e.; P<0.05] w stosunku
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do kontroli [17,90 + 0,59 j.w.e.]. Rowniez w czgsci przedwzrokowej podwzgodrza
obserwowano spadek (P<0.01) poziomu ekspresji genu receptora gonadoliberyny w
wyniku infuzji do zatoki ocznej autologicznego osocza o podniesionej zawartosci CO

[0,841 £ 0,18 j.w.e.] w odniesieniu do kontroli [1,413 £ 0,06 j.w.e.] (Wykres 12).
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Wykres 12. Poziom GnRH-R mRNA w czesci przedwzrokowej, (POA), przedniej (AH) oraz brzuszno-
przy$rodkowej (VM) podwzgorza oraz w przedniej czeSci przysadki mozgowej (AP) zwierzat po 48-godzinnej
infuzji do zatoki ocznej autologicznego osocza o podniesionej zawarto$ci tlenku wegla (CO; n=6) lub autologicznej
krwi naswietlanej $wiattem LED (LED; n=6) w okresie krétkich dni $wietlnych, $rednia + SEM, "P<0.05 ~P<0.01.
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Poziom mRNA podjednostek gonadotropin w przedniej czesci przysadki mézgowej
zwierzqt po 48-godzinnej infuzji do zatoki ZzZylnej oka autologicznego osocza o

podniesionej zawartosci tlenku wegla lub autologicznej krwi naswietlanej swiattem LED

Poziom mRNA genow LhB, Fshf oraz a zostat okreslony w przedniej czesci przysadki

mbzgowe;.
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Wykres 13. Poziom Lhff mRNA w przedniej cze$ci przysadki mézgowej (AP) zwierzat po 48-godzinnej infuzji do

zatoki ocznej autologicznego osocza o podniesionej zawartosci tlenku wegla (CO; n=6) lub autologicznej krwi

gaéwietlanej Swiatlem LED (LED; n=6) w okresie dlugich [A] oraz kroétkich [B] dni Swietlnych, Srednia + SEM,
P<0.01.

Istotne zmiany w poziomie ekspresji genu podjednostki Laf w przedniej czesci przysadki
mozgowe] w obu grupach eksperymentalnych obserwowano jedynie w okresie dtugich dni
Swietlnych. Zarowno w wyniku infuzji autologicznego osocza o podniesionej zawartosci
CO [1,797 £ 0,18 j.w.e.; P<0.01] jak rowniez autologicznej krwi naswietlanej $wiattem
LED [2,054 = 0,32 j.w.e.; P<0.01] nastgpit wzrost poziomu L4 mMRNA w odniesieniu do
grupy kontrolnej [0,959 + 0,09 j.w.e.] (Wykres 13).
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Wykres 14. Poziom Fshf mRNA w przedniej czeSci przysadki mozgowej (AP) zwierzat po 48-godzinnej infuzji do
zatoki ocznej autologicznego osocza o podniesionej zawartosci tlenku wegla (CO; n=6) lub autologicznej krwi
Paéwietlanej Swiatlem LED (LED; n=6) w okresie dlugich [A] oraz kroétkich [B] dni Swietlnych, Srednia + SEM,
P<0.01.

Latem nie obserwowano istotnych zmian w poziomie ekspresji genu podjednostki Fshf
zwigzanych ze zwickszeniem w zatoce zylnej oka stezenia CO. Zimg nastgpil spadek
poziomu ekspresji genu podjednostki Fshap [0,438 + 0,06 j.w.e.; P<0.05] w porownaiu
z grupa kontrolng [0,751 + 0,13 j.w.e] (Wykres 14).
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Wykres 15. Poziom @& mRNA w przedniej czeSci przysadki mézgowej (AP) zwierzat po 48-godzinnej infuzji do
zatoki ocznej autologicznego osocza o podniesionej zawartosci tlenku wegla (CO; n=6) lub autologicznej krwi
naswietlanej §wiattem LED (LED; n=6) w okresie dlugich [A] oraz krétkich [B] dni §wietlnych, $Srednia + SEM,
"P<0.05, "P<0.01, " "P<0.01.
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Poziom ekspresji genu podjednostki « istotnie zmienit si¢ w obu grupach
eskperymentalnych zaréwno latem jak 1 zimg. W okresie dlugich dni $wietlnych
obserwowano istotny wzrost poziomu oo mMRNA w wyniku infuzji autologicznego osocza
o podniesionej zawartosci tlenku wegla [3,518 + 0,84 j.w.e.; P<0.001] oraz w wyniku
infuzji autologicznej krwi naswietlanej $wiattem LED [2,850 £+ 0,94 j.w.e; P<0.05]
wzgledem kontroli [0,363 £ 0,09 j.w.e]. W okresie najkrotszych dni roku poziom o mRNA
istotnie spadt po infuzji autologicznego osocza o podniesionej zawartosci CO [0,272 =+
0,04 jw.e.; P<0.001] jak rowniez w wyniku infuzji autologicznej krwi naswietlanej
swiattem LED [0,661 + 0,04 j.w.e.; P<0.001] w odniesieniu do kontroli [1,062 £+ 0,03
j-w.e.] (Wykres 15).

Poziom LH w osoczu krwi obwodowej zwierzqt po 48-godzinnej infuzji do zatoki zylnej
autologicznego osocza o podniesionej zawartosci tlenku wegla lub autologicznej krwi

naswietlanej swiattem LED

Wyniki pomiaru st¢zenia hormonu luteotropowego zostaly przedstawione, jako
przyktadowe 48-godzinne profile uwalniania LH (ng/ml) do krazenia obwodowego
(Wykres 16) oraz w jednostkach pola powierzchni pod krzywg (AUC) uwalniania LH
(Wykres 17).

Poziom hormonu luteotropowego w osoczu krwi obwodowej zwierzat doswiadczalnych
w trakcie 48-godzinnej infuzji do zatoki zylnej oka autologicznego osocza o podniesionej
zawarto$ci tlenku wegla w okresie dlugiego dnia $wietlnego [370,5 + 25,01 jednostek
AUCT] byt ponad 23 - krotnie wyzszy (P<0.01) od poziomu LH u zwierzat grupy kontrolnej
[15,06 £ 0,94 jednostek AUC] (Wykres 16A; Wykres 17A). Podczas infuzji do zatoki
ocznej autologicznej krwi naswietlanej swiattem LED w okresie dlugich dni §wietlnych,
w osoczu krwi obwodowej zwierzat poddanych tej procedurze poziom hormonu
luteotropowego [96,79 + 16,18 jednostek AUC] byt 6-krotnie wyzszy (P<0.01) od
poziomu LH w grupie kontrolnej [15,06 + 0,96 jednostek AUC] (Wykres 16C; Wykres
17A).
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Wykres 16. Przykladowe profile LH (ng/mL) w osoczu krwi obwodowej pojedynczych osobnikéw w trakcie 48-
godzinnej infuzji do zatoki ocznej autologicznego osocza o podniesionej zawarto$ci tlenku wegla (CO) lub
autologicznej krwi naswietlanej Swiattem LED (LED), w okresie dlugich [A, C] oraz kroétkich [B, D] dni
Swietlnych

W okresie krotkiego dnia §wietlnego, poziom hormonu luteotropowego u zwierzat, ktérym
do zatoki ocznej infundowano autologiczng krew naswietlang §wiattem LED [17,56 + 4,87
jednostek AUC] byt istotnie nizszy (P<0,001) od poziomu LH u zwierzat grupy kontrolnej
[44,92 + 3,57 jednostek AUC] (Wykres 16D; Wykres 17B). Infuzja autologicznego osocza
kwi o podniesionej zawarto$ci tlenku wegla w okresie krotkiego dnia §wietlnego rowniez
spowodowata istotny spadek (P>0.05) poziomu LH [34,46 + 5,34 jednostek AUC] w krwi
obwodowej w stosunku do grupy kontrolnej [44,92 + 3,57 jednostek AUC] (Wykres 16B;
Wykres 17B).
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Wykres 17. Poziom LH (AUC) w osoczu krwi obwodowej zwierzat w trakcie 48-godzinnej infuzji do zatoki ocznej
autologicznego osocza o podniesionej zawartosci tlenku wegla (CO) lub autologicznej krwi naswietlanej $wiatlem
LED (LED) w okresie dlugich [A] oraz krétkich [B] dni $wietlnych, srednia £ SEM, P<0.05, P<0.01, P<0.001.

Poziom FSH w surowicy krwi obwodowej w trakcie 48-godzinnnej infuzji do zatoki zylnej
oka autologicznego osocza o podniesionej zawartosci tlenku wegla lub autologicznej

krwi naswietlanej swiattem LED

Wyniki pomiaru stezenia hormonu folikulotropowego przedstawiono, jako przykladowe,
48-godzinne profile uwalniania FSH (pg/ml) do krazenia obwodowego w odniesieniu do
grupy kontrolne (Wykres 18) oraz w jednostkach pola powierzchni pod krzywa uwalniania
FSH (Wykres 19).
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Wykres 18. Przykladowe profile FSH (pg/mL) w osoczu krwi obwodowej pojedynczych osobnikéw w trakcie 48-
godzinnej infuzji do zatoki ocznej autologicznego osocza o podniesionej zawartosci tlenku wegla (CO) [A] lub
autologicznej krwi naswietlanej §wiattem LED (LED) [B] w okresie dlugich dni $wietlny

Poziom hormonu folikulotropowego w osoczu krwi obwodowej zwierzat doswiadczalnych
w trakcie 48-godzinnej infuzji do zatoki zylnej oka osocza o podniesionej zawarto$ci
tlenku wegla w okresie dtugiego dnia swietlnego [4,68 = 0,89 jednostek AUC] nie réznit
si¢ istotnie (P>0.05) od poziomu FSH u zwierzat grupy kontrolnej [4,73 + 0,65 jednostek
AUC] (Wykres 18A; Wykres 19). Nie obserwowano rowniez istotnych zmian (P>0.05)
w poziomie hormonu folikulotropowego w osoczu krwi obwodowej zwierzat w trakcie
infuzji do zatoki zylnej oka autologicznej krwi naswietlanej $wiatlem LED w okresie
dhugich dni $wietlnych [5,66 £ 0,22 jednostek AUC] (Wykres 18B; Wykres 19). Brak
wynikow pomiaru FSH w grupach (CO) i (LED) w okresie krotkich dni §wietlnych, jest
spowodowane tym, ze poziom hormonu znajdowat si¢ ponizej najnizszego punku krzywej

WZOrcowej.
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Wykres 19. Poziom FSH (AUC) w osoczu krwi obwodowej zwierzat w trakcie 48-godzinnej infuzji do zatoki
ocznej autologicznego osocza o podniesionej zawarto$ci tlenku wegla (CO) lub autologicznej krwi naswietlanej
$wiatlem LED (LED) w okresie dlugich dni $wietlnych, Srednia + SEM.
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V DYSKUSJA

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy s3 nastepstwem wykazania
zmiennosci sekrecji CO w obszarze oka (Koziorowski i wsp., 2012) i maja za cel
okreslenie droga posrednig czy CO droga przeciwpragdowego przenikania w obszarze
zatoki jamistej (przez ktérg przeptywa krew po opuszczeniu zatoki zylnej oka) moze
bezposrednio dociera¢ do struktur moézgowych (transport docelowy) i wplywaé na

regulacje fizjologiczne u samcéw zwigzane z rozrodem.

Jak wykazano wczesniej, w  okoloprzysadkowym kompleksie naczyniowym
(peryhypophyseal vascular complex) w wyniku mechanizmu przeciwpradowego
przenikania, z krwi zylnej sinus cavernosus przenikaja do krwi tetniczej (rete mirabile
caroticum) zaopatrujgcej przysadke i mozg, neurotransmitery o wielokrotnie wigkszych
rozmiarach czasteczek jak GnRH (Krzymowski i wsp. 1992, Grzegorzewski i wsp., 1997),
beta endorfina (Krzymowski i wsp. 1992, Skipor i wsp. 1997), oksytocyna (Grzegorzewski
I wsp. 1995), dopamina (Skipor i wsp. 2001) oraz feromony: androstenol i androstenon
(Krzymowski i wsp. 1999, 2001, Stefanczyk- Krzymowska i wsp. 2000). Tym bardziej
w tym obszarze musi wystepowaé latwe przenikanie czasteczek CO (wielkos¢ 28,01
Daltona) z krwi zylnej do krwi tetniczej zaopatrujgcej obszar mézgu. Obecnos$¢ sieci
dziwnej w obszarze zatoki ocznej sinus cavernosus splotu okotoprzysadkowego zwigksza
prawdopodobienstwo takiej zaleznosci. Zylny odptyw oczny docierajac do tego obszaru
niesie ze soba czasteczki CO. W tych obszarach wydaje si¢ by¢ mozliwe przenikanie CO
z zylnego odptywu do naczyn tetniczych 1 docelowy transfer do struktur mozgu

z pomini¢ciem krgzenia ogdlnego.

W moézgu ssakow strukturami odpowiedzialnymi za dobowe i1 sezonowe regulacje sa
w gléwnej mierze odpowiedzialne struktury przodomédzgowia i jadro nadskrzyzowaniowe.
W obu tych obszarach stwierdzono obecno$¢ gendow rytmow dobowych — per i cry,
aktywowanych przez melatoning (Green i Menaker 2003, Lincoln i wsp. 2003a)
w zaleznosci od dlugosci dnia $wietlnego. Badania przeprowadzone na identycznym
modelu doswiadczalnym, jaki zostat wykorzystany w niniejszej pracy wykazaly, ze wzrost
stezenia CO w krwi doptywajacej do zylnej zatoki ocznej prowadzil do zmian w poziomie

ekspresji genéw zegara prowadzac do jego rozregulowania (Gilun i wsp., 2013; Gilun,
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praca doktorska). Wyniki powyzszego dos$wiadczenia umacniajg celowos$¢ postawionej
hipotezy, ze tlenek wegla moze funkcjonowaé jako humoralny nosnik informacji z oka do
struktur biorgcych udzial w odbiorze i transmisji sygnalu $wiatla a tym samym moze
dociera¢ do obszarow moézgu odpowiedzialnych za regulacje fizjologiczne zwigzane

z rozrodem i wptywac na ich aktywnos¢.

1. Wplyw infuzji do zatoki jamistej okoloprzysadkowego kompleksu
naczyniowego autologicznej krwi lub autologicznego osocza o
fizjologicznym stezeniu tlenku wegla na poziom ekspresji gendw GnRH,
GnRH-R, Lhp, Fshf i a

U zwierzat rozmnazajacych si¢ sezonowo fotoperiod jest gldwnym czynnikiem
srodowiskowym, ktory synchronizuje aktywnos$¢ reprodukcyjng z okreslong porg roku
zapewniajac przyjScie na $wiat potomstwa w najbardziej sprzyjajacych warunkach
srodowiskowych. Melatonina jest glownym neurohormonalnym czynnikiem niosgcym
w organizmie informacj¢ o rytmicznych okotodobowych 1 sezonowych zmianach
w intensywnos$ci $wiatla $srodowiskowego. Zakodowany w zmiennym profilu sekrecji
melatoniny sygnat o dtugosci fotoperiodu moduluje funkcje reprodukcyjne przez regulacje

sekrecji gonadotropin (Karsch i wsp., 1984; Reiter, 1991).

W osoczu krwi obwodowej $winiodzikow grupy kontrolnej, poziom melatoniny mierzony
w trakcie 48-godzinnej infuzji do zatoki zylnej oka autologicznej krwi lub osocza,
charakteryzowat si¢ dobowa i sezonowg zmienno$cig. Okres podniesionego poziomu
melatoniny korelowat z dlugosciag fazy ciemnej w danym sezonie i byt okoto dwukrotnie
dluzszy zima niz latem. Jednocze$nie nie stwierdzono réznic w amplitudzie nocnego

wzrostu wydzielania tego hormonu migdzy sezonami (Wykres 1).

Amplituda 1 czgstotliwo$¢ pulsow wydzielania GnRH w podwzgdérzu determinuja
wystepujace w cyklu rocznym fluktuacje funkcji reprodukcyjnych u zwierzat
rozmnazajacych si¢ sezonowo. Zmiany pulsacyjnego wzoru uwalniania GnRH réznicowo
reguluja syntez¢ LH i FSH (Haisenleder i wsp., 1997). Wyniki badan dotyczacych udzialu

fotoperiodu w regulacji ekspresji genu GNnRH u sezonowo rozmnazajacych si¢ zwierzat sg



69

niespdjne, nasuwaja jednak przypuszczenie ze wpltyw dlugosci dnia na poziom GnRH
MRNA jest raczej niewielki (Porkka-Heiskanen i wsp., 1997; Ronchi i wsp., 1992;
Kawamoto i wsp., 2000).

Ekspresja genu GnRH miata miejsce we wszystkich analizowanych obszarach podwzgorza
a najwyzszy jej stopien obserwowano w czesci przedwzrokowej (Wykres 2). U $win,
podobnie jak u innych ssakow takich jak gryzonie czy przezuwacze, najwigksza populacja
neurondw GnRH jest zlokalizowana w czeSci przedwzrokowej podwzgorza
(Merchenthaler i wsp., 1984; Lehman i wsp., 1986; Kineman i wsp., 1988; Caldani i wsp.,
1995). Najwyzszy poziom GNnRH mRNA w tym obszarze podwzgodrza u $§winiodzika moze

by¢ zatem bezposrednio zwigzany z liczbg komérek GnRH.

Poziom ekspresji genu GnRH w analizowanych obszarach podwzgorza wykazywat istotne
sezonowe roznice (Wykres 2). W czeséci przedwzrokowej w okresie krotkich dni $wietlnych
poziom GNRH mRNA byt istotnie nizszy w odniesieniu do okresu dlugich dni $wietlnych.
W czgséci brzuszno-przysrodkowej podwzgdrza obserwowano odwrotng zalezno$¢; poziom
GnRH mRNA byt istotniec wyzszy zimg w poréwnaniu do lata. Z powodu braku danych na
temat degradacji GnRH mRNA i translacji w komérkowym procesie biosyntezy, nie mozna
okresli¢ jasnego polaczenia migedzy poziomem GnNRH MRNA a aktualng aktywnoscig
transkrypcyjna. Analiza zwigzku miedzy zmianami poziomu GnRH mMRNA w czesci
przedwzrokowej podwzgdrza a uwalnianiem LH wykazata, ze wzrost poziomu LH jest
zwigzany ze spadkiem ekspresji GnRH mMRNA. Mozna zatem wnioskowaé, ze
u $winiodzika sezonowe zmiany aktywnos$ci uktadu GnRH sg regulowane na poziomie
potranskrypcyjnym lub potranslacyjnym, wplywajac na uwalnianie gonadoliberyny
z neuronow GnRH-ergicznych (Brown i wsp., 2001). Mozliwos¢ istnienia oddzielnego
mechanizmu regulujacego poziom GnRH mRNA od tego ktory steruje uwalnianie tego
hormonu moze by¢ dodatkowo potwierdzone przez wyniki badan przeprowadzonych na
owcach, u ktorych hamujace dzialanie progesteronu na sekrecj¢ GnRH nie bylo zwigzane

z zawarto$cia GNRH mMRNA w komdrkach podwzgorza (Robinson 1 wsp., 2000).

W czeéci brzuszno-przysrodkowej podwzgoérza s$winiodzika obserwowano odwrotng

w stosunku do cze$ci przedwzrokowej podwzgorza sezonowg zalezno$¢ w poziomie GnRH
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MRNA (Wykres 2B). Zimg poziom ekspresji genu GnRH w VMH istotnie wzrdst
W poréwnaniu do lata. Wyniki badan Lapot i wspodipracownikow (2008) przeprowadzone
na owcach, ktorym do trzeciej komory moézgu infundowano GnRH wykazaly znaczny
wzrost poziomu GnRH mMRNA w czes$ci brzuszno-przysrodkowej podwzgdrza i brak
istotnego wplywu na poziom ekspresji genu GNRH w czesci przedwzrokowej i przedniej
podwzgdrza. Zatem istnieje mozliwos¢, ze GnRH w czgsci brzuszno-przysrodkowe;j
podwzgorza stymuluje aktywnos$¢ transkrypcyjng swojego genu. Autorzy sugeruja
réwniez, ze wyzszy poziomu GNnRH mRNA w VM moze wynika¢ rdwniez ze wzrostu

stabilnosci transkryptu (Lapot 1 wsp., 2008).

Na podstawie dostepnej literatury nie mozna jednoznacznie okresli¢ zwigzku migdzy
aktualng aktywnoscig transkrypcyjng genu GNRH a biosynteza GnRH, dlatego konieczne
sg dalsze badania, aby wyjasni¢ mechanizm w ktorym jest produkowany ten nadrzedny

regulator osi rozrodczej.

Réwnoczesna analiza ekspresji genu receptora GnRH (GnRH-R) wykazata, obecnos¢
GnRH-R mMRNA w przednim placie przysadki mozgowej oraz we wszystkich
analizowanych obszarach podwzgorza (Wykres 3). W okresie dlugich dni $wietlnych
poziom mMRNA genu GnRH-R byl porownywalny we wszystkich analizowanych
strukturach. Podczas krétkich dni §wietlnych zanotowano istotny wzrost ekspresji genu
receptora GnRH w przednim placie przysadki moézgowej w stosunku do okresu dtugich dni
swietlnych. Zawartos¢ GNRH-R mRNA w przednim ptacie przysadki moézgowej byta
réwniez istotnic wyzsza od poziomu transkryptu tego genu we wszystkich analizowanych

obszarach podwzgorza (Wykres 3).

Wozrost ekspresji genu GnRH-R w przednim placie przysadki mozgowej w okresie zimy
jest najprawdopodobniej wynikiem dzialania GnRH, ktory jest regulatorem ekspresji genu
GnRH-R (Adams 1 wsp., 1996; Turzillo i wsp., 1998; Yasin 1 wsp., 1995) jak réwniez
aktywnosci receptora GnRH (Kirkpatrick 1 wsp., 1998; Turzillo i wsp., 1995; Wizcarra
i wsp., 1997). Wyniki licznych badan wskazuja, ze stymulujacy (Bauer i wsp., 1995,
Kaiser i wsp., 1997, Lin i Conn 1999, Turzillo i wsp., 1995, Yasin i wsp., 1995) lub
hamujacy (Adams i wsp., 1996, Sakakibara i wsp., 1996, Turzillo i wsp., 1998, Vizcarra
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I wsp., 1997) wplyw GnRH na ekspresje genu GnRH-R zalezy w duzym stopniu od

amplitudy i czgstotliwosci pulsow GnRH.

W licznych badaniach wykazano zaréwno stymulujace jak i hamujace dziatanie hormonéw
steroidowych, progesteronu i estradiolu, na komorki przedniego ptata przysadki wplywajac
na liczb¢ GnRH-R na powierzchni gonadotropéw (Cheng i Leung, 2000). U $winiodzikow,
w identycznym modelu eksperymentalnym jaki zostat wykorzystany w tej pracy,
wykazano sezonowe réznice w poziomie tych steroidow (Gilun, praca doktorska); zimag
poziom zaréwno progesteronu jak i estradiolu w osoczu krwi obwodowej byt istotnie
wyzszy w odniesieniu do lata. U szczurdw estrogeny obnizajg ekspresj¢ genu GnNRH-R
w przedniej czesci przysadki mozgowej a progesteron przywraca indukowany estradiolem
spadek st¢zenia GNRH-R mRNA (Yasin i wsp., 1995). U owiec wykazano supresyjne
dziatanie progesteronu na ekspresje GNRH-R mRNA (Turzillo i wsp., 1994, 1995),
a stymulujgce estradiolu (Adams i wsp., 1996, Brooks i McNeilly 1994; Kirkpatrick i wsp.,
1998, Turzillo i wsp., 1998). Wpltyw steroidow gonadalnych na ekspresje genu receptora
GnRH w przednim placie przysadki mozgowej] wydaje si¢ wigc byC¢ gatunkowo
specyficzny.

Poziom zaréwno lutropiny (LH) i folitropiny (FSH) w osoczu krwi obwodowej
charakteryzowat si¢ sezonowg zmienno$cig, 0siggajgc zimg wyzszy poziom w poroOwnaniu
do lata (Wykres 5; Wykres 6). Takg samg zalezno$¢ obserwowano w poziomie ekspresji

genow podjednostek gonadotropin (Lhp, Fshpf, a) (Wykres 4).

U $wini domowej sekrecja LH z przysadki mozgowej podlega sezonowym zmianom. Pulsy
LH sa bardziej regularne i maja wyzsza amplitud¢ w okresie krétkich dni §wietlnych
w porownaniu do okresu dlugich dni $wietlnych (Peacock, 1991; Peterson, 1992;
Peltoniemi, 1997b). Kontrola syntezy LH i FSH jest $cisle potaczona z transkrypcja
odrebnych podjednostek B, odpowiednio Lhp i Fshp. Podobnie jak sekrecja folitropiny
i lutropiny, transkrypcja podjednostek tych gonadotropin jest rowniez zalezna od
amplitudy i frekwencji pulsow GnRH (Dalkin i wsp 1989; Heisenleder i wsp., 1991;
Jakubowiak i wsp., 1989; Kaiser i wsp., 1997; Burger i wsp., 2004; Ferris i Shupnik,
2006).
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U owiec istnieje bezposredni zwigzek miedzy okresem podniesionej nocnej sekrecji
melatoniny a regulacja sekrecji GnRH (Lincoln i wsp., 2003). Wystgpowanie sezonowych
roznic w profilu melatoniny oraz poziomie LH w krazeniu obwodowym $§winiodzikow,
moze oznaczaé, ze w aspekcie neuroendokrynologicznych mechanizmow regulujacych

sezonowos$¢ rozrodu nie odbiegaja one od innych sezonowo rozmnazajacych si¢ zwierzat.

2. Wplyw infuzji do zatoki ocznej autologicznego osocza o podniesionej
zawartosci tlenku wegla lub autologicznej krwi naswietlanej swiattem
LED na poziom melatoniny w krazeniu ogélnym

Swiatlo jest glownym czynnikiem zmieniajacym odpowiedz melatoniny. Ogrom prac
badawczych réwniez na $winiach dowodzi, ze zmienne warunki os$wietlenia moga
zmienia¢ profil sekrecji melatoniny. Zgodnie z hipotezg przyjeta w tej pracy, sezonowo
zmienna zawarto$¢ CO w krwi odptywajacej z oka (Koziorowski 1 wsp., 2012) pehni
funkcje humoralnego nosnika informacji o warunkach o$wietlenia srodowiska. Imitacja
fizjologicznego wzrostu poziomu CO w okresie krotkich dni $wietlnych w krwi
doplywajacej do zatoki jamistej okotoprzysadkowego kompleksu naczyniowego powinna

spowodowa¢ zmiany w odpowiedzi melatoniny.

U zwierzat eksperymentalnych zar6wno podczas lata i zimy w trakcie infuzji do zatoki
zylnej oka autologicznego osocza o podniesionej zawartosci CO jak 1 infuzji autologicznej
Krwi naswietlanej $wiattem LED poziom melatoniny w krazeniu ogdlnym charakteryzowat
si¢ okotodobowym rytmem, z cyklicznym wzrostem stezenia melatoniny podczas fazy
ciemnej (Wykres 7AB; Wykres 8). W trakcie 48-godzinnej infuzji do zatoki zylnej oka
autologicznego 0socza o podniesionej zawartosci CO obserwowano rdznice w amplitudzie
nocnego wzrostu melatoniny w zalezno$ci od dlugosci dnia $wietlnego. Zima nastapit
spadek nocnego poziomu melatoniny, natomiast latem obserwowano niespodziewany

wzrost amplitudy melatoniny podczas fazy ciemnej w stosunku do grupy kontrolnej.

Spadek poziomu melatoniny w osoczu krwi obwodowej podczas zimowej nocy w wyniku
wzrostu stezenia CO w krwi doptywajacej do zatoki zylnej oka mogl by¢ spowodowany

obnizeniem syntezy serotoniny (5-TH) w warunkach hipoksji. Muraoka i wspotpracownicy
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(1998) wykazali spadek syntezy serotoniny w korze czolowej moézgu szczurow po ciagle]
siedmiodniowej ekspozycji na tlenek wegla. Autorzy zaproponowali, ze spadek poziomu
5-HT wynikat z zaburzen na etapie hydroksylacji tryptofanu, kluczowego, wymagajacego
tlenu etapu syntezy 5-TH. Obnizenie syntezy 5-TH w warunkach hipoksji nie thumaczy
jednak wzrostu amplitudy melatoniny w osoczu krwi obwodowej podczas letniej nocy
w trakcie infuzji do zatoki zylnej oka autologicznego osocza o podniesionej zawartosci
CO. Wzrost nocnej amplitudy melatoniny zostat wykazany przez Takasu
I wspotpracownikoéw (Takasu 1 wsp., 2006) u mezczyzn (20-29 letnich), ktorzy przez
siedem dni byli poddawani cyklicznej ekspozycji na dzienne jasne $wiatto (5000 lux).
Autorzy tego do$wiadczenia wnioskuja, ze jasne $wiatlo, poprzez szlak siatkowkowo-
podwzgorzowy i jadro nadskrzyzowaniowe powoduje przedluzong stymulacje nerwow
sympatycznych i aktywacje receptorow p-adrenergicznych komorek szyszynki zwigkszajac

poziom nocnej sekrecji melatoniny.

W grupie eksperymentalnej zwierzat, ktérym w okresie dlugich dni $wietlnych do zatoki
zylnej oka infundowano autologiczng krew o zwigkszonej w wyniku naswietlania §wiattem
LED zawarto$ci CO, nie obserwowano zmian w profilu sekrecji melatoniny w odniesieniu
do grupy kontrolnej (Wykres 7C). Osiagnicty w wyniku naswiectlania $wiattem LED
poziom CO w infundowanej krwi byt jednak znacznie nizszy niz w przypadku osocza
suplementowanego gazowym CO infundowanego w tym samym okresie analogicznej
grupie zwierzat (Wykres 7AC; Tabela 3). Zimg infuzja do zatoki zylnej oka naswietlane;j
krwi spowodowata skrocenie o okoto dwie godziny okresu podniesionej nocnej amplitudy
wydzielania melatoniny (Wykres 7D). Naswietlanie krwi ex vivo moglo rowniez

spowodowac inne zmiany w krwi poza zwigkszeniem produkcji tlenku wegla.

Regulacja syntezy melatoniny przez CO moze odbywaé si¢ za posrednictwem
wewnatrzkomoérkowego ¢cGMP. Podobnie jak tlenek azotu, CO moze aktywowaé cyklaze
guanylowa (Cao 1 wsp., 2000; Furchgott i Jothianandan, 1991; Brune i Ullrich, 1987;
Kharitonov i wsp., 1995). U wszystkich gatunkow ssakow, produkcja melatoniny jest
regulowana przez norepinefryn¢ uwalniang z nerwoéw sympatycznych podczas nocy
(Drijthout i wsp., 1996). Norepinefryna lgczac si¢ z receptorami B-adrenergicznymi na

pinealocytach, indukuje wzrost generacji cAMP w szyszynce i pOzniejsza aktywacje
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zaleznej od cAMP kinazy bialkowej A (Klein, 1985; Chik i Ho, 1989). Stymulacja kinazy
biatkowe] A jest kluczowa dla transkrypcji 1 aktywacji AANAT, kluczowego enzymu
katalizujacego istotny etap syntezy melatoniny (Klein i Moore, 1979; Coon i wsp., 1995).
Fosforylacja AANAT przez kinazg biatkowa A chroni ten enzym przed degradacja przez
interakcje ufosforylowanego AANAT z bialkiem regulacyjnym 14-3-3. Interakcja szlakow
sygnalizacyjnych cAMP oraz aGMP moze zatem modulowa¢ aktywno$¢ AANAT (Iuvone
i wsp., 2005). W niniejszym doswiadczeniu nie mierzono aktywnos$ci Syntazy tlenku azotu
(ang. nitric oxide synthase; NOS) ani produkcji NO, jednak mozna przypuszczac, ze tlenek
azotu poprzez regulacje syntezy cGMP mogt mie¢ istotny udziat w regulacji sekrecji
melatoniny; w badaniach in vitro wykazano, ze NO jest gléwnym regulatorem syntezy
c¢GMP, natomiast CO wydaje si¢ modulowaé system sygnalizacyjny NO-cGMP (Ingi
i wsp., 1996; Ingi i Ronnett, 1995; Verma i wsp., 1993). Systemy sygnalizacyjne zwigzane
z HO 1 NOS intensywnie oddziatuja miedzy soba. Jony zelaza powstajagce w reakcji
katalizowanej przez HO reguluja synteze NO (Weiss i wsp., 1994); CO moze hamowac
(Turcanu i wsp., 1998; White i Marletta, 1992) lub podnosi¢ (Utz i Ullrich, 1991) poziom
NO w sposob bezposredni lub przy udziale cGMP.

3. Wplywy infuzji do zatoki ocznej autologicznego osocza o podniesionej
zawartosci tlenku wegla lub autologicznej krwi naswietlanej swiatlem

LED na poziom ekspresji genow GnRH, GnRH-R, Lhb, Fshb i a

Zaréwno w okresie krotkich jak 1 dlugich dni $wietlnych wzrost zawartosci tlenku wegla
w krwi doptywajacej do zatoki zylnej oka wptynat na zmiany w poziomie ekspresji genu
GnRH w analizowanych obszarach podwzgorza (Wykres 9; Wykres 10). W kazdej grupie
eksperymentalnej w czesci brzuszno-przysrodkowej podwzgorza nastgpit wzrost poziomu
GnRH mMRNA w odniesieniu do kontroli. W czgéci przedwzrokowej podwzgorza
w zaleznosci od dlugosci dnia S$wietlnego obserwowano przeciwstawny wpltyw
zwigkszonego stezenia CO w zatoce zylnej oka na ekspresje genu gonadoliberyny. Zima
w obu grupach eksperymentalnych (CO, LED) nastgpil wzrost zawartosci GhnRH mRNA
w porownaniu do kontroli. Latem infuzji do zyly katowej oka autologicznej krwi

naswietlanej S$wiattem LED towarzyszyt spadek ekspresji genu GnRH w POA.
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W przedniej czesci podwzgorza ekspresja genu gonadoliberyny ulegla zmianie tylko
w okresie krotkich dni §wietlnych; w wyniku infuzji do zyly katowej oka autologicznej

krwi naswietlanej $wiattem LED nastgpit wzrost poziomu GnRH mRNA.

Rownoczesnie obserwowano zmiany w poziomie ekspresji genu receptora GnRH.
W okresie krétkich dni swietlnych w przedniej czesci przysadki moézgowej nastapit istotny
spadek w odniesieniu do kontroli ekspresji genu GnRH-R towarzyszacy infuzji do zatoki
zylnej oka zaréwno autologicznego osocza o podniesionej zawartosci CO jak réwniez
autologicznej krwi naswietlanej $wiattem LED (Wykres 12). Latem w przedniej czeScCi
przysadki mozgowej po doswiadczalnym zwigkszeniu st¢zenia CO w krwi doplywajace;j
do zatoki zylnej oka (CO, LED) nastapit wzrost poziomu GNRH-R mRNA (Wykres 11).
W analizowanych obszarach podwzgorza istotne zmiany w poziomie ekspresji genu
receptora GnRH miaty miejsce jedynie w czesci przedwzrokowej 1 byly zwigzane z infuzjg
do zatoki zylnej oka autologicznego osocza o podniesionej zawartosci CO podczas zimy

(Wykres 12).

W dostepnej literaturze mozna znalez¢ prace, w ktorych wykazano stymulujacy wplyw
tlenku wegla na regulacje neurosekrecyjnej aktywnosci neuronow GnRH (Errico i wsp.,
2010; Lamar 1 wsp., 1996). Lamar 1 wspotpracownicy (1996) wykazali, ze hem powoduje
wzrost uwalniania GnRH ze skrawkow MBH szczura w mechanizmie zaleznym od
oksygenazy hemowej; stymulujace dziatanie hemu na sekrecj¢ GnRH zostato zniesione
przez hemoglobing, ktora wychwytuje 1 wigze CO (Lamar i wsp., 1996). Na mozliwa role
tlenku wegla w regulacji sekrecji gonadotropin wskazuja réwniez badania Errico
1 wspotpracownikéw (2010). Wyniki ich pracy podkreslajg przeciwstawne dziatanie CO
w regulacji osi reprodukcyjnej (HPG) i osi stresu (ang. hypothalamic-pituitary-
adrenal axis; HPA). W badaniach in vitro z wykorzystaniem immortalizowanych
neurondOw GnRH (GT1-7) tlenek wegla byt pozytywnym regulatorem sekrecji GnRH
wplywajac jednocze$nie na spadek wydzielania kortykoliberyny (ang. corticotrophin-
releasing hormone; CRH) (Errico i wsp., 2010). Rola tlenku wegla w regulacji tych dwoch
neuroendokrynnych systeméw wydaje si¢ by¢ spojna: zapobiega nadmiernej aktywacji osi
HPG stymulujac jednoczes$nie procesy reprodukcyjne (Mancuso i wsp., 2010). Mechanizm

dziatania tlenku wegla w modulacji sekrecji GnRH nie jest wyjasniony. Przypuszcza sie,
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ze udziat CO w tej regulacji jest zwigzany z powinowactwem do cyklazy guanylowej

prowadzacym do zwigkszenia produkcji cGMP (Dawson i Snyder, 1994; Maines, 1988).

W dostepnej literaturze brak jest danych dotyczacych wptywu CO na ekspresje genu
GnRH. Belsham i wspotpracownicy w badaniach na komoérkach GT1-7 wykazali, ze NO
jest odpowiedzialny za obnizenie ekspresji GNRH w mechanizmie zaleznym od cGMP
(Belsham i wsp., 1996). Zasugerowali oni, ze ¢cGMP aktywuje cGMP-zalezna kinaze
bialkowa ktora powoduje wzrost fosforylacji czynnika transktypcyjnego Oct-1 (ang.
octamer-binding transcription factor-1) peliacego kluczowa rolg w regulacji ekspresji
genu GnRH (Clark i Mellon, 1995). Fosforylacja Oct-1 hamuje wigzanie czynnika Oct-1
w obszarze promotora blizszego (Segil 1 wsp., 1991) powodujac obnizenie ekspresji genu
GnRH (Belsham i Mellon, 2000). Tlenek wegla posiada podobne wlasciwosci chemiczne
i biologiczne jak tlenek azotu i podobnie jak on jest aktywatorem cyklazy guanylowe;j.
W odréznieniu jednak od NO, tlenek wegla jest bardziej stabilny chemicznie 1 indukowany
nim wzrost poziomu cGMP trwa dluzej (Zhuo 1 wsp., 1993). Mozna zatem przypuszczac,
ze udzial CO w regulacji ekspresji genu gonadoliberyny moze odbywac¢ si¢ w podobny
sposob. Fosforylacja czynnika transkrypcyjnego Oct-1 w wyniku wzrostu indukowanego
przez CO stezenia ¢cGMP moze tlumaczy¢ spadek poziomu GnRH mMRNA w czesci
przedwzrokowej podwzgoérza latem, u zwierzat ktorym do zatoki zylnej oka infundowano
autologiczng krew o podniesionej w wyniku naswietlania §wiattem LED zawarto$ci tlenku
wegla. Nie wyjasnia jednak wzrostu ekspresji genu GnRH w czes$ci brzuszno-
przysrodkowej podwzgoérza latem oraz wzrostu ekspresji GnRH we wszystkich

analizowanych obszarach podwzgoérza zimg.

U zwierzat rozmnazajacych si¢ sezonowo roczny cykl reprodukcyjny jest regulowany
przez modulowane fotoperiodem zmiany w  aktywnosci kilku = systemow
neuroendokrynnych kontrolujacych sekrecje GnRH z podwzgorza (Jansen 1 wsp., 2003;
Lincoln, 2002). Zakodowany w zmiennym profilu uwalniania melatoniny sygnat
o dlugosci dnia reguluje amplitude 1 czestotliwos$¢ pulséw GnRH (Malpaux i wsp., 1995)
na drodze dopaminergicznej (Adams i wsp., 2006; Goodman i Inskeep, 2006; Tortonese,
1999; Tortonese i Lincoln, 1994), noradrenergicznej (Goodman, 1996; Goodman i wsp.,

1995; Tomaszewska-Zaremba i Przekop, 2005), serotoninergicznej (Le Corre i Chemineau,
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1993), opioidergicznej (Curlevis i wsp., 1991; Tortonese, 1999) i GABA-ergicznej (Scott
I Clarke, 1993; Tomaszewska-Zaremba i Przekop, 2005). System dopaminergiczny petni
dominujacg role w supresji uwalniania GnRH w okresie ciszy rozrodczej (okres dlugiego
dnia $wietlnego) ale nie w sezonie rozrodczym (okres krotkiego dnia $wietlnego) (Adams
i wsp., 2006; Bertrand i wsp., 1999; Goodman i Inskeep, 2006; Tortonese, 1999).
Farmakologiczna blokada systemu dopaminergicznego (Curlevis i wsp., 1991; Havern
1 wsp., 1991; Tortonese 1 Lincoln, 1994) jak réwniez chirurgiczne (Pau 1 wsp., 1982;
Przekop, 1978) lub chemiczne (Thiery 1 wsp., 1989) uszkodzenie potaczen migdzy ME
a POA podwzgorza skutkowalo znacznym wzrostem sekrecji GnRH/gonadotropin
u zwierzagt w okresie sezonowego anestrus (w okresie dlugich dni S$wietlnych).
Jednoczesnie podanie w okresie rozrodczym dopaminergicznego agonisty hamowato
uwalnianie gonadotropin (Tortonese, 1999; Tortonese i Lincoln, 1994). Inhibicja
uwalniania dopaminy przez melatoning zostala wykazana w podwzgérzu ssakdéw (Zisapel
1 wsp., 1982). W badaniach na owcach wykazano, ze szlaki dopaminergiczne uczestniczg
w mechanizmie w ktérym melatonina posredniczy w wplywie fotoperiodu na funkcje
reprodukcyjne (Tortonese 1 Lincoln, 1995). Spadek ekspresji gendow receptora GnRH
i podjednostek gonadotropin w wyniku infuzji autologicznego osocza lub krwi
o podniesionej zawartosci tlenku wegla w okresie zimy, oraz wzrost ekspresji tych genow
w wyniku takiej samej procedury eksperymentalnej latem nasuwa przypuszczenie, ze
w mechanizmie dziatania CO moze uczestniczy¢ uklad dopaminergiczny. Jednoczesnie
Taskiran 1 wspotpracownicy (2003), wykazali, ze tlenek wegla moze hamowa¢ wychwyt
zwrotny dopaminy w mozgu szczura w sposob zalezny od czasu, dawki 1 temperatury
a niezalezny od aktywnosci NOS, co sugeruje, ze CO moze dziata¢ jako modulator

transmisji synaptycznej (Taskiran i wsp., 2003).

Synteza biatka receptorowego GnRH (GnRH-R) jest kluczowym aspektem regulacji
funkcji reprodukcyjnych. Mechanizmem regulujacym ekspresj¢ receptora s3 zmiany
w poziomie GnRH-R mRNA. Jednym z czynnikow regulujacych ekspresje receptora GnRH
a jest sam GnRH (Cheng i Leung, 2000; White i wsp., 1999; ). Krotkotrwala stymulacja
prowadzi do wzrostu ekspresji receptora, podczas gdy ciagla ekspozycja na hormon
powoduje spadek ekspresji receptora GnRH w przednim ptlacie przysadki mozgowej

(Norwitz i wsp., 1999). Na podstawie otrzymanych wynikow w niniejszej pracy mozna
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wnioskowaé, ze spadek ekspresji genu GNRH-R w przednim ptacie przysadki moézgowe;j
zimg w wyniku infuzji autologicznej krwi lub osocza o podniesionej zawartosci CO oraz
wzrost ekspresji genu GnRH-R latem w wyniku tych samych procedur doswiadczalnych

byt przypuszczalnie zwigzany ze zmiang w amplitudzie i frekwencji pulsow GnRH.

Przeciwstawne dziatanie tlenku wegla w regulacji osi HPG i HPA (Errico i wsp.,. 2010)
oraz wykazany w tej pracy modulujacy wpltyw zwiekszonego st¢zenia CO w krwi lub
osoczu infundowanym do zyly katowej oka na poziom GnRH i GnRH-R mRNA moze
wskazywa¢ na udzial systemOow noradrenergicznych, dopaminergicznych, GABA-
ergicznych czy kortykoliberynergicznych w transkrypcyjnej aktywnosci tych genow (Kim
i wsp., 1993, 1994; Kang i wsp., 1995; Seong i wsp., 1995). Do calkowitego wyjasnienia
mechanizmu dzialania tlenku wegla w regulacji ekspresji genéw GnRH i GnRH-R
potrzebne sg dalsze badania, aby precyzyjnie oceni¢ funkcjonalne polaczenie migdzy
GnRH-R mRNA i GhRH mRNA a biosyntezg GnRH i jego biatkiem receptorowym.

W wyniku infuzji do zatoki zylnej oka autologicznej krwi lub osocza o podniesione;]
zawartos$ci tlenku wegla zmianie ulegt poziom ekspresji genoéw podjednostek gonadotropin
LH 1 FSH w przednim ptacie przysadki moézgowej. W okresie dlugich dni §wietlnych
poziom ekspresji genu Lhg istotnie wzrést w odniesieniu do kontroli (zarbwno w grupie
CO jak i LED) (Wykres 13A). Jednoczesnie obserwowano wzrost poziomu LH w krazeniu
ogdlnym (Wykres 17A). Zimg zwigkszenie stezenia CO w zatoce zylnej oka nie wptyneto
na zawarto$¢ Lhf mRNA w przednim placie przysadki mézgowej (Wykres 13B), zmianie
ulegt natomiast poziom lutropiny w osoczu krwi krazenia obwodowego ktory istotnie si¢
obnizyt (zar6wno w grupie CO jak i LED) (Wykres 17B).

W okresie dtugich dni $wietlnych nie wykazano wplywu infuzji autologicznego osocza lub
krwi o podniesionej zawartosci CO na poziom ekspresji genu Fshp (Wykres 14A). Brak

byto réwniez istotnych zmian w poziomie FSH w krazeniu ogdlnym (Wykres 19).

Zima w wyniku infuzji do zatoki zylnej oka autologicznego osocza o podniesionej
zawartosci CO poziom Fshf mRNA obnizyt si¢ (Wykres 14B). Niewykrywalny
zastosowana tutaj metoda (RIA) FSH w osoczu krwi obwodowej moze wskazywac na

znaczy spadek poziomu tego hormonu.
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Poziom ekspresji wspdlnej podjednostki a istotnie wzrdst latem w wyniku infuzji zarowno
autologicznego osocza jak i krwi o podniesionym stezeniu CO, oraz obnizyl si¢ zima

wskutek analogicznych procedur do§wiadczalnych (Wykres 15).

Synteza i uwalnianie gonadotropin LH i FSH, jest kontrolowane przez zlozone
oddzialywania wielu czynnikéw, z ktorych najbardziej istotnym jest GnRH. Frekwencja
1 amplituda pulsow GnRH jest glownym determinantem réznicowej regulacji poziomu «,
Lhp i Fshff mRNA oraz sekrecji gonadotropin z przysadki moézgowej (Belchetz 1 wsp.,
1978; Hamernik i Nett 1988; Weiss i wsp., 1990; Wierman i wsp., 1989; Papavasiliou
i wsp., 1986; Leung i wsp., 1987; Haisenleder i wsp., 1990; Dalkin i wsp., 1989; Shupnik,
1990; Haisenleder 1 wsp., 1991). Zmienno$¢ odpowiedzi na GnRH wydaje si¢ korelowac
ze stezeniem receptora GnRH (GnRH-R) na powierzchni komoérek gonadotropowych
(Loumaye i Catt, 1982). Ekspresja genu receptora GnRH oraz podjednostki LAf jest
stymulowana w tej samej czestotliwosci pulsow GnRH, co oznacza ze ekspresja Lhf jest
stymulowana kiedy stezenie GnRH-R na powierzchni gonadotropéw jest relatywnie

wysokie (Kaiser iwsp., 1997).

Mozna przypuszcza¢ ze wplyw zwiekszonego stezenia CO w zatoce zylnej oka na poziom
ekspresji gendw podjednostek gonadotropin oraz na poziom tych hormonéw w krazeniu
ogdlnym jest bezposrednio zwigzany ze zmianami we wzorze uwalniania GnRH
z zakonczen nerwowych jak réwniez aktywnos$cig receptora GnRH w czesci gruczolowej
przysadki mozgowej. Zatem tlenck wegla, ktorego synteza zwigksza si¢ w obszarze oka
czasie dlugich dni $§wietlnych, droga przeciwpradowego przenikania w obszarze zatoki
jamistej z pomini¢ciem krgzenia ogodlnego moze bezposrednio dociera¢ do struktur

moézgowych 1 wplywacé na regulacje fizjologiczne u samcow zwigzane z rozrodem.
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VI PODSUMOWANIE

Wyniki badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy mozna podsumowac

nastepujaco:

U mieszancow $wini domowej 1 dzika funkcjonuje w obszarze splotu
okotoprzysadkowego mechanizm przeciwpradowego przenikania i docelowego
transportu tlenku wegla bezposrednio do struktur mézgowych z pominigciem
kragzenia ogolnego. Efektem sezonowej zmiennos$ci poziomu tlenku wegla
W obszarze mozgu jest zmiennos$¢ ekspresji genow wilaczonych w regulacje rozrodu
w warunkach zmieniajacej si¢ dtugosci dnia §wietlnego (zima, lato);

Doswiadczalne zwigkszenie stezenia CO we krwi zylnej odptywajacej z oka do
zylnej zatoki jamistej okoloprzysadkowego kompleksu naczyniowego, zwigkszyto
stezeniec CO w obszarze mozgu, spowodowalo w okresie krotkich i dhugich dni
$wietlnych zmiany w poziomie ekspresji genéw osi podwzgorzowo-przysadkowej
(GnRH, GnRH-R, o, Lhf, Fshf) samcoOw krzyzowek $wini domowej i dzika oraz

zmienito poziom LH w krazeniu ogdlnym oraz profil sekrecji melatoniny;
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VII WNIOSEK

Tlenek wegla wytwarzany pod wplywem $wiatlta w oku dociera droga przeciwpradowego
przenikania w obszarze splotu okoloprzysadkowego z naczyn zylnych do tetniczych
zaopatrujacych bezposrednio mézg. CO zmienia profil sekrecji melatoniny oraz wptywa na
ekspresje gendéw osi podwzgorzowo-przysadkowej (GnRH GnRH-R oraz genow
podjednostek gonadotropin LH i FSH) a w konsekwencji na sekrecj¢ hormonow

regulujacych procesy rozrodcze u samcow krzyzowki swini domowej 1 dzika.
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