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Streszczenie

Jednym z najbardziej kluczowych poje¢ w ekologii ewolucyjnej jest kompromis
(ang. trade-off) w alokacji energii podczas catego zycia zwierzgcia. Energia dostepna w
przyrodzie jest ograniczona i zwierzg¢ta zuzywajac jg na jedng z czynnosci, nie mogag jej
wykorzysta¢ w innych procesach zyciowych. Do najwazniejszych funkcji zyciowych
wszystkich organizméw, w tym takze zwierzat, nalezy rozmnazanie. W przypadku
ssakow bardzo duza ilo$¢ energii jest zuzywana podczas cigzy, a w szczegdlnosci
laktacji. Tak jak 1 inne energochtonne procesy, reprodukcja generuje rowniez koszty.
Inwestowanie w aktualne potomstwo powoduje obnizenie kolejnych sukcesow
reprodukcyjnych, a takze obnizenie wlasnej przezywalno$ci. Pomimo intensywnych
badan nad mechanizmem powstawania tych kosztow, proces ten nie zostal dotychczas

wyjasniony.

W  niniejszej rozprawie testowalem hipoteze, zZe stres oksydacyjny,
uwidaczniajacy si¢ w oksydacyjnych uszkodzeniach tkanek, jest bezposrednim
fizjologicznym kosztem rozrodu. Stres oksydacyjny to stan organizmu, w ktorym
produkcja reaktywnych form tlenu (RFT, ubocznych produktéw oddychania
komorkowego), przewyzsza w duzym stopniu mozliwos¢ ich neutralizacji poprzez
roznego rodzaju substancje antyoksydacyjne. W okresie o podwyzszonych wydatkach
energetycznych, takim jak rozmnazanie, wraz ze zwigkszaniem si¢ tempa metabolizmu
zwigksza si¢ rowniez produkcja RFT, co w konsekwencji moze powodowac¢ uszkodzenia

komorkowe | prowadzi¢ do obnizenia przezywalnos$ci.

Hipotez¢ dotyczaca stresu oksydacyjnego jako bezposredniego kosztu
rozmnazania testowatem na samicach nornicy rudej Myodes glareolus. Zwierzeta uzyte w
dwoch eksperymentach laboratoryjnych pochodzily z hodowli selekcyjnej na
maksymalne tempo metabolizmu tlenowego. Roéznity si¢ od uzytych takze nie
selekcjonowanych osobnikow kontrolnych wyzszymi wydatkami energetycznymi. W
pierwszym eksperymencie zaréwno samice selekcjonowane, jak i osobniki z linii
kontrolnych, mogly urodzi¢ jeden lub dwa naturalne mioty. Z obu linii miatem takze
osobniki nie rozmnazajace si¢. Oznaczytem uszkodzenia oksydacyjne lipidow i biatek w

watrobie, sercu, nerkach i migsniach szkieletowych samic. Spodziewatem si¢ uszkodzen



proporcjonalnych do wysitku 1 wigkszych u samic selekcjonowanych. Whrew
oczekiwaniom, uszkodzenia te albo nie roznity si¢ migdzy samicami z jednym miotem,
dwoma i nie rozmnazajacymi si¢, albo byly nizsze u samic rozmnazajgcych sie. Brak
bylo tez rdznic migdzy samicami z linii selekcjonowanych i1 kontrolnych. Mozna
przypuszczaé, ze w eksperymencie tym samice produkowaly rézng liczbg potomstwa w
zaleznoS$ci od swego stanu fizjologicznego. W drugim eksperymencie roznicowatem wiec
wysilek samic poprzez dodawanie dwoch milodych do oryginalnego miotu lub
zmniejszatem go do dwoch miodych w kolejnych czterech miotach rodzonych przez
samice. Przez trzy pierwsze laktacje samice byly jednoczesnie w cigzy. Eksperyment
zaplanowany byt tak, by maksymalnie zwigkszy¢ wydatki energetyczne czesci samic.
Spodziewalem si¢ najwigkszych uszkodzen oksydacyjnych u selekcjonowanych samic z
powickszonymi miotami. Wbrew przewidywaniom teorii stresu oksydacyjnego, wyniki
tego eksperymentu byty jakosciowo podobne do tychze w eksperymencie pierwszym —
uszkodzenia u samic rozmnazajacych si¢ nie roznilty si¢ od uszkodzeh samic nie
rozmnazanych lub byly od nich nizsze, a linie selekcjonowane nie rdznily si¢ od
kontrolnych. W eksperymencie tym oznaczane byly tez antyoksydanty: aktywno$¢
katalazy 1 stezenie catkowitego glutationu, co dostarczyto umiarkowanego wsparcia
hipotezie, ze niski poziom uszkodzen oksydacyjnych tkanek u rozmnazajacych sie

osobnikow jest powigzany ze zwigkszong produkcja enzymow antyoksydacyjnych.

Takie same oznaczenia uszkodzen oksydacyjnych, w tych samych tkankach,
wykonatem u samic nornicy bezposrednio po odlowieniu z naturalnego $rodowiska,
przed i po okresie rozrodu. Samice pochodzity z pokolenia wiosennego i jesiennego,
ktore roznity si¢ tempem wzrostu oraz wiekiem przed 1 po rozmnazaniu. Ogolnie,
podobnie jak w eksperymentach laboratoryjnych, samice po reprodukcji najczesciej albo
si¢ nie roznily pod wzglegdem poziomu stresu oksydacyjnego od osobnikow przed
reprodukcja, albo poziom ten byt nawet nizszy (cho¢ w dwoch kombinacjach markeréw i
narzadow byl wyzszy). Nie potwierdzit si¢ tez wplyw wieku 1 wzrostu na uszkodzenia

oksydacyjne w tkankach nornic.

Podsumowujac, wyniki dwoch eksperymentow laboratoryjnych i badan nad
nornicami zlowionymi w terenie falsyfikuja hipoteze, ze stres oksydacyjny jest

kluczowym elementem mechanizmu odpowiedzialnego za powstawanie kompromiséw w



historii zycia pomigdzy aktualnym inwestowaniem energii w rozrod a przezywalno$cig i

przysztym sukcesem reprodukcyjnym.



Summary

In evolutionary ecology the evolutionary trade-off is one of the most key concept
about energy allocation during the entire life of the animal. The energy is limited in nature
and animals consuming it on one of the function, cannot used it in other processes of life. The
reproduction is one of the most important vital functions of all organisms. In the case of
mammals, a very large amount of energy is consumed during pregnancy and lactation in
particular. Like other energy-consume processes, reproduction also generates costs. The most
important of these are a decline in subsequent reproductive success and a decrease in their
own survival. Despite the various proposals on the mechanisms of these costs, this process
has not been fully explained.

One hypothesis considers that this oxidative stress may be one of the main direct costs
of reproduction and this hypothesis was tested in this trial. Oxidative stress is a body state, in
which the production of oxygen free radicals (ROS) greatly exceeds the ability to neutralize
them through various antioxidant substances. In the period of increased energy expenditure,
such as reproduction, with increasing metabolic rate also increases the production of ROS as a
consequence can increase the cellular damage which in turn can lead to a lower survival.

The hypothesis concerning oxidative stress as a direct cost of reproduction | was tested
on the bank vole Myodes glareolus. Animals used in two laboratory experiments were derived
from experimental breeding selection for maximum metabolic rate of oxygen during
swimming. They had also higher energy expenditures from control animals also used in this
experiments. In the first experiment, both the females from the selection and from the control
line may wean 1 or 2 natural litters. From both lines | had also a non-breeding individuals. |
expected that level of oxidative damage will be proportional to the reproductive effort and
will be higher in selection line. However, opposite to predictions, level of oxidative damage
did not differ between females from different reproductive groups or was lower in breeding
females. Level of oxidative damage also did not differ between females from selection and
control line. I suppose that this result could be the effect of females that produced number of
offspring depends on their physiological condition.

In the second experiment, | experimentally manipulate with reproductive effort of
females from both lines (selected and control). Females born 4 consecutive litters with
experimentally increased or decreased number of offspring per litter. As in the first

experiment non-breeding females were as a control. During first three lactations females were



concurrently pregnant what additionally increased energy expenditures. | expected the
highest level of oxidative damage in selected females with increasing number of offspring.
However, opposite to predictions of oxidative stress hypothesis, the results were similar to
those from first experiment — level of oxidative damage in breeding voles did not differ from
non-breeding individuals or was even lower. Again females from selection line did not differ
from control lines in terms of oxidative stress markers. In this experiment | also measured
level of antioxidants: activity of catalase and level of total glutathione which gave me
moderate support of hypothesis that increased level of oxidative damage is connected with
decreasing level of antioxidants.

| also measured level of the same oxidative stress markers (in exact the same organs)
in bank vole females from free living population. Captured females came from spring and
autumn generation and differ in breeding status (before, after), growth rate and age. Like in
the laboratory experiments, females after reproduction mostly did not differ in level of
oxidative stress from females before reproduction or the level was even lower (although in
two combinations of markers and organs the level of oxidative damage was higher in females
after breeding). The impact of age and growth rate on level of oxidative stress was also not
confirmed.

In summary, my results from two experiments in strictly controlled laboratory
conditions, as well as from the natural environment undermine the hypothesis that oxidative
stress is the key element in a proximate mechanism underlying the fundamental life-history
trade-off between the current energy investment in reproduction and the future survival or

reproductive success.



1. Wstep

Zwigkszenie inwestycji (gldéwnie w postaci energii i czasu) w dany proces
zyciowy zmniejsza mozliwo$¢ inwestycji w inne procesy. Istnienie takich kompromiséw
ewolucyjnych (ang. trade-offs) jest jednym z gtéwnych zatozen teorii dotyczacej historii
zyciowych (ang. life-history theory) (Williams, 1966; Reznick, 1985; Roff, 1992; Stearns,
1992). Wsrod najwazniejszych kompromisdOw mozna wymieni¢ te zwigzane z
reprodukcja. Stwierdzono na przyktad ujemny wplyw przystapienia do reprodukcji na
tempo wzrostu, obserwowany przede wszystkim u zwierzat 0 niezdeterminowanym
wzroscie (Crisp i Patel, 1961; Barnes, 1962; Hirshfield, 1980; Warner, 1984; Ernsting et
al., 1993; Bonnet et al., 2002; Castellano i Cadeddu, 2011). Zwigkszony wysitek
reprodukcyjny powoduje powstawanie kompromiséw ewolucyjnych, ktore nieroztacznie
zwigzane s3 z kosztami. Zwigkszenie inwestycji na reprodukcje prowadzi czgsto do
obnizenia przezywalnos$ci rodzicéw przynajmniej jednej ptci (Askenmo, 1979; Clutton-
Brock et al., 1982; Reid, 1987; Lindén, 1988; Dijkstra et al., 1990; Gunderson, 19978;
Bonnet et al., 2002; Koivula et al., 2003; Oksanen et al., 2003; Nussey et al., 2006).
Wyprodukowanie wigkszej iloSci potomstwa najczesciej] powoduje, ze miode te sg
mniejsze 1 w zwigzku z tym majga obnizone prawdopodobiefistwo osiagnigcia sukcesu
reprodukcyjnego (Nur, 1984; Smith et al., 1989; Mappes i Koskela, 2004; Skibiel et al.,
2013). Zwicgkszenie wysitku reprodukcyjnego powoduje z jednej strony wzrost liczby
mtodych w danym miocie lub legu, ale takze 1 zmniejszenie liczby i jako$ci potomstwa w
kolejnych miotach czy legach (Slagsvold, 1984; Tinbergen, 1987; Roskaft, 1985;
Milonoff et al., 2004; Parejo i Danchin, 2006). W przypadku muchotéwki biatoszyje;j,
Ficedula albicollis, samice, ktorym powigkszono liczbe pisklat w pierwszym legu, w
kolejnych latach wychowywaly mniejszg liczbg pisklagt w stosunku do osobnikéw
kontrolnych. Ponadto, mtode z powigkszonych legow byly mniej ptodne i miaty nizsza
przezywalnos¢ (Gustafsson i Sutherland, 1988; Gustafsson i Part, 1990).

O ile koszty reprodukcji sa dos¢ dobrze znane, to ich fizjologiczne podstawy nie
s do konca wyjasnione. Proby wyjasnienia powstawania kosztow reprodukcji
koncentrujag si¢ na alokacji ograniczonej energii 1 czasu pomigdzy wysitkiem
reprodukcyjnym a innymi procesami zyciowymi (Sibly i Calow, 1986). Zauwazono,

miedzy innymi, ze zwigkszony wysitek reprodukcyjny jest powigzany ze zmniejszong

8



obrong immunologiczng organizmu (Nordling et al., 1998; Norris i Evans, 2000),
osteoporozg (ubytkiem wapnia z ko$ci), a takze zaburzeniami snu (Speakman, 2008). W
ciggu ostatniej dekady uwaga ekologobw ewolucyjnych skupita si¢ na stresie
oksydacyjnym jako prawdopodobnym, bezposrednim mechanizmie odpowiedzialnym za
powstawanie kosztow reprodukcyjnych (Monaghan et al., 2009; Metcalfe i Alonso-
Alvarez, 2010; Stier et al., 2012; Metcalfe i Monaghan, 2013; Speakman i Garratt, 2014).

Stres oksydacyjny to stan, w ktorym produkcja reaktywnych form tlenu (RFT)
przewyzsza mozliwos¢ ich neutralizacji przez system antyoksydacyjny (Monaghan et al.,
2009; Metcalfe i Alonso-Alvarez, 2010). RFT sg ubocznym produktem normalnego
metabolizmu tlenowego i powstaja gtownie w mitochondriach podczas oddychania
komorkowego, a doktadniej w tancuchu oddechowym (Finkel i Holbrook, 2000; Barja,
2004). Do RFT =zaliczane sg migdzy innymi takie czasteczki jak anionorodnik
ponadtlenkowy (O;’¢), hydroksylowy (*OH), nadtlenki, w tym nadtlenek wodoru (H20,)
czy tlen singletowy (‘O,), a ich wysoka reaktywno$¢ zwiazana jest z posiadaniem
jednego lub wigcej niesparowanego elektronu na zewnetrznej powloce. W matych
ilosciach umozliwiajg one prawidlowe funkcjonowanie organizmu i wptywaja na roézne,
czesto podstawowe procesy zyciowe, takie jak wzrost i rozwoj, obrona immunologiczna i
sygnalizacja komorkowa (Dowling i Simmons, 2009). Z drugiej jednak strony,
nadprodukcja RFT moze prowadzi¢ do uszkodzenia podstawowych biomolekut takich jak

biatka, lipidy czy DNA (Finkel i Holbrook, 2000; Van Remmen i Richardson, 2001).

Organizm nie jest bezbronny w stosunku do RFT. W toku ewolucji powstaty
réznorodne mechanizmy zabezpieczajace organizm przed ich negatywnym wptywem. Do
systemu antyoksydacyjnego, majacego za zadanie neutralizowanie powstajacych RFT,
jak 1 naprawe uszkodzen przez nie wyrzadzonych, mozna zaliczy¢ takie substancje jak
dysmutaza ponadtlenkowa, glutation oraz peroksydaza glutationowa, katalaza czy
karotenoidy lub witaming E (Halliwell i Gutteridge, 1999; von Schantz et al., 1999;
Monaghan et al., 2009). Powstajace w komorce anionorodniki ponadtlenkowe sg szybko
wytapywane przez dysmutaz¢ ponadtlenkowg 1 przeksztatlcane w nadtlenek wodoru i tlen
singletowy. Nastgpnie nadtlenek wodoru jest rozktadany do czasteczki wody za
posrednictwem systemu oksydo-redukcyjnego glutationu i/lub katalazy, a tlen singletowy
wychwytywany i neutralizowany migdzy innymi przez witaming E (Meister i Anderson,
1983; von Schantz et al., 1999; Balaban et al., 2005; Isaksson et al., 2011). Sprawnie
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dziatajacy system antyoksydacyjny jest w stanie szybko przywréci¢ rownowage oksydo-
redukcyjng w organizmie (Monaghan et al., 2009).

Stres oksydacyjny prawdopodobnie odgrywa duzo wigkszg rolg w zyciu zwierzat
niz wczesniej uwazano (Dowling i Simmons, 2009), cho¢ juz od ponad 50 lat znana jest
teoria mowigca o roli stresu oksydacyjnego w procesie starzenia si¢ (Harman, 1957;
Kirkwood i Austad, 2000; Finkel i Holbrook, 2000; Selman et al., 2012; Speakman i
Selman, 2011). Wedlug niej, RFT powstajace w komorkach prowadza do uszkodzen
oksydacyjnych, ktore kumulujgc si¢ doprowadzaja do Smierci organizmu. Wysokie tempo
wzrostu roOwniez moze powodowacé stres oksydacyjny (Alonso-Alvarez et al., 2006;
Nussey et al., 2009). Udowodniono, ze zwigkszony wysitek fizyczny, ktory powoduje
zwigkszenie tempa metabolizmu, réwniez jest zwigzany z podwyzszeniem poziomu
stresu oksydacyjnego (Larcombe et al., 2008; Costantini et al., 2008). W przypadku
gotebi latajacych na dlugich dystansach, nastgpit wzrost poziomu uszkodzen
oksydacyjnych w osoczu (Costantini et al., 2008). Natomiast regularne treningi moga
zmniejszy¢ powstajgce uszkodzenia oksydacyjne (Radak et al., 2008; Larcombe et al.,
2010). Papuzki faliste, ktore trenowaly poderwanie si¢ do lotu przez 9 tygodni
charakteryzowaty si¢ mniejszym poziomem uszkodzen oksydacyjnych niz papuzki bez
treningu (Larcombe et al., 2010). Z kolei inne badania, prowadzone na gryzoniach, nie
wykazaly powigzania pomiedzy wysitkiem fizycznym w postaci biegania a poziomem
uszkodzen oksydacyjnych i obrony antyoksydacyjnej (Vaanholt et al., 2008; Selman, et
al., 2002a). Podwyzszone tempo metabolizmu na skutek eksponowania zwierzat na
dziatanie niskich temperatur rowniez moze powodowaé wzrost poziomu uszkodzen
oksydacyjnych (Selman et al., 2002b), aczkolwiek podobny wynik nie byt potwierdzony
w innych eksperymencie (Selman et al., 2008). Nalezy przy tym wspomnieé, ze
zalezno$¢ pomigdzy tempem metabolizmu a poziomem uszkodzen oksydacyjnych
niekoniecznie musi by¢ wprost proporcjonalna i czasami wyzsze tempo metabolizmu
moze prowadzi¢ do mniejszych uszkodzen, zarowno poprzez wzrost poziomu obrony
antyoksydacyjnej, jak 1 poprzez aktywno$¢ biatek UCP (Speakman, 2003; Mailloux i
Harper, 2011). Aktywnos¢ tych biatek w wewngtrznej blonie mitochondrialnej wzrasta
wraz z tempem metabolizmu i hamuje wyciek protondéw, a tym samym produkcj¢ RFT

(Brand, 2000).
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W przypadku ptakow, stres oksydacyjny moze mie¢ duzy wplyw na dobor
partnera, jako ze karotenoidy odpowiedzialne za ubarwienie samcéw majg takze
wlasciwosci antyoksydacyjne. Samce o zywych barwach rozpoznawane sg przez samice
jako osobniki o dobrej kondycji, ktore sa w stanie przeznaczy¢ odpowiednia ilosé
karotenoidow zar6wno na ubarwienie, jak i na obron¢ antyoksydacyjng (Torres i

Velando, 2007; Pike et al., 2007; Alonso-Alvarez et al., 2008; Pérez-Rodriguez, 2009).

Zwierzgta podczas reprodukcji, znaczaco zwickszajac tempo metabolizmu i
przemian energetycznych, stajg si¢ bardziej narazone na wptyw RFT na organizm. Ptaki
karmiace piskleta majg o 33-50% wyzszy poziom metabolizmu w stosunku do osobnikéw
nie rozmnazajacych si¢ (Drent i Daan, 1980). Spoczynkowe tempo metabolizmu u
ssakow W czasie laktacji jest srednio 1,6, a maksymalnie nawet 2,7 razy wyzsze w
poréwnaniu z nie rozmnazajacymi si¢ osobnikami (Cretegny i Genoud, 2006; Speakman,
2008). Podczas ciazy, i w szczegdlnosci laktacji, znaczaco wzrasta takze konsumpcja
pokarmu, ktdra posrednio réwniez wskazuje na podwyzszone tempo metabolizmu w tym
okresie (Kaczmarski, 1966; Speakman i McQueenie, 1996; Aloise King et al., 2013).
Mozna wigc przewidywac, ze wysokie tempo metabolizmu podczas cigzy i laktacji
powinno prowadzi¢ do zwigkszonej produkcji RFT i w konsekwencji do uszkodzen

oksydacyjnych biomolekut.

Pomimo bardzo licznych badan nad wptywem wysitku reprodukcyjnego na
poziom uszkodzen oksydacyjnych, rola stresu oksydacyjnego w okresie reprodukcji nie
jest jednoznacznie wyjasniona. Wyniki tych badan sg bardzo zr6znicowane. W$rdd nich
sg takie, ktore potwierdzaja szkodliwy wptyw RFT w okresie reprodukcji. Tak na
przyktad, u samcow zeberek (Taeniopygia guttata), ktore wychowaty eksperymentalnie
powigkszone lggi, zaobserwowano ostabiong odpornos$¢ na hemolizg indukowang przez
RFT (Alonso-Alvarez et al., 2004). Natomiast samice, wychowujace dwoje lub sze$¢
pisklat, mialy mniejsza odporno$¢ na hemolize od nie rozmnazajacych si¢ osobnikow, ale
nie ro6znity si¢ pod tym wzgledem migdzy sobg. W innym eksperymencie na zeberkach
potwierdzono odwrotnie proporcjonalng zalezno$¢ pomiedzy liczba zlozonych jaj a
odpornoscig na stres oksydacyjny. Zalezno$¢ ta znikata po podaniu ptakom karmy z
dodatkiem antyoksydantéw (Bertrand et al., 2006). Stwierdzono takze, ze zeberki
wychowujace wigksze lggi maja obnizong aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych w
stosunku do samic z mniejszymi lggami (Wiersma et al., 2004). W powyzszych
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badaniach nie oznaczano niestety poziomu uszkodzen oksydacyjnych w tkankach, co jest
niezbedne, aby udowodni¢ zaistnienie stresu oksydacyjnego (Monaghan et al., 2009).
Zwiekszona produkcja RFT lub obnizona aktywnos$¢ antyoksydantow, relacjonowane w

tych pracach, tylko posrednio sugeruja stres oksydacyjny.

Badania w kolejnych latach zaczgly uzupetnia¢ ten brak wiedzy o poziomie
uszkodzen. Samice goropatwy czerwonej (Alectoris rufa) o wyzszym sukcesie
reprodukcyjnym posiadaja wyzszy poziom uszkodzen lipidow w erytrocytach (Alonso-
Alvarez et al., 2010). W przypadku pregowca amerykanskiego (Tamias striatus) badacze
zaobserwowali dodatnig korelacje pomiedzy uszkodzeniami oksydacyjnymi lipidow a
wielko$cia miotu (Bergeron et al., 2011). Amerykanska wiewiorka czerwona
(Tamiasciurus  hudsonicus) podczas laktacji charakteryzowata si¢ wyzszymi
uszkodzeniami oksydacyjnymi w stosunku do nie rozmnazajacych si¢ osobnikoéw
(Fletcher et al., 2013), natomiast poziom tych uszkodzen byl mniejszy u wiewiorek z
terenu, gdzie wykladany byt dodatkowy pokarm. U poéinocnych stoni morskich
(Mirounga angustirostris), ktore w okresie reprodukcji nie pobierajg pokarmu, takze
zaobserwowano wzrost poziomu stresu oksydacyjnego (Sharick et al., 2015). Z kolei
wyniki badan nad dziko Zyjaca populacja owiec rasy Soay (Ovis aries) nie pokazujg
zadnego wplywu (ani pozytywnego, ani negatywnego) wysitku reprodukcyjnego na
poziom uszkodzen oksydacyjnych (Nussey et al., 2009). Podobnie nie rozmnazajace i
rozmnazajace si¢ myszy laboratoryjne nie roznily si¢ miedzy sobg w poziomie uszkodzen
oksydacyjnych (Brzek et al., 2014). Z kolei inny eksperyment na myszy domowej (Mus
musculus domesticus) prezentuje wyniki doktadnie przeciwne do powyzszych. Samice w
szczycie laktacji charakteryzowaty si¢ obnizonym poziomem uszkodzen oksydacyjnych
w watrobie w stosunku do nie rozmnazajacych si¢ samic (Garratt et al., 2011). W
ostatnich latach pojawily si¢ badania nad gryzoniami, w ktorych wysitek reprodukcyjny
byl manipulowany poprzez dodawanie 1 odejmowanie mtodych w miotach, z
jednoczesnym oznaczaniem poziomu uszkodzen oksydacyjnych w tkankach samic
(Garratt et al., 2013; Aloise King et al., 2013; Plumel et al., 2014; Xu et al., 2014;
Costantini et al., 2014). Sposrod tych prac tylko jedna, i to w sposob posredni,
przedstawia wzrost stresu oksydacyjnego (produkcji nadtlenku wodoru) u samic myszy
domowej o zwigkszonej liczbie mlodych w miocie, w stosunku do samic o

pomniejszonych miotach (Plumel et al., 2014). Pozostate badania prezentujg albo brak
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wplywu wysitku reprodukcyjnego na poziom uszkodzen oksydacyjnych (Xu et al., 2014),
albo samice charakteryzujace si¢ wyzszym nakladem reprodukcyjnym wykazywatly
nizszy poziom stresu oksydacyjnego (Aloise King et al., 2013; Garratt et al., 2013;
Costantini et al., 2014).

Wobec tak niejednoznacznych wynikoéw dotychczasowych prac, aby sprawdzi¢,
czy zwigkszony wysitek reprodukcyjny moze powodowaé powstawanie uszkodzen
oksydacyjnych w tkankach, przeprowadzilem swoje wlasne badania, ktore stanowia
niniejszg rozprawe doktorska. Nadrzedna testowana w niniejszej pracy hipoteza
brzmi: stres oksydacyjny, uwidaczniajacy si¢ w oksydacyjnych uszkodzeniach

tkanek, jest bezposSrednim fizjologicznym kosztem rozrodu.

Obiektem byta nornica ruda (Myodes glareolus, Schreber 1780). Nornica ruda jest
bardzo dobrym gatunkiem do badan nad rolg stresu oksydacyjnego podczas reprodukc;ji,
gdyz wykazano u niej istnienie kompromisu pomigdzy wysitkiem reprodukcyjnym a
przezywalnos$cig. Samicom nornicy, ktorym w naturalnym srodowisku eksperymentalnie
zwigkszono miot o dwa mtode, drastycznie obnizyla si¢ przezywalnos¢ w poréwnaniu z
samicami wychowujacymi normalne lub pomniejszone mioty (Koivula et al., 2003). Co
wazne, gryzonie te latwo jest odlawia¢ w ich srodowisku 1 hodowa¢ w warunkach

laboratoryjnych.

W celu przetestowania przedstawionej powyzej hipotezy, przeprowadzitem dwa
eksperymenty na osobnikach z hodowli laboratoryjnej oraz badania na nornicach
pochodzacych ze s$rodowiska naturalnego (opisane w Rozdziatach 3-5). Pierwszy
eksperyment polegat na okresleniu poziomu uszkodzen oksydacyjnych u samic, ktore
wykarmity jeden lub dwa mioty, w poréwnaniu z osobnikami nie rozmnazajacymi si¢
(Rozdziat 3). Nowatorskim podejSciem byto tutaj uzycie zwierzat o genetycznie
podwyzszonym tempie metabolizmu. Uzylem nornic z hodowli laboratoryjnej prof.
Pawla Kotei, w ktorej byly one selekcjonowane na maksymalne tempo metabolizmu
(szersze informacje w rozdziale ,Materialty i metody”). W eksperymencie tym nie
wykazalem zwigkszonych uszkodzen oksydacyjnych u rozmnazajacych si¢ samic, co
moglto by¢ spowodowane zbyt malym wysitkiem reprodukcyjnym. Dlatego
zaplanowatem kolejny eksperyment na osobnikach z tej samej hodowli, ktory polegat na

manipulacji wysitkiem reprodukcyjnym samic poprzez powigkszanie 1 pomniejszanie
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wielkoséci czterech kolejnych miotow (Rozdzial 4). Wedlug mojej wiedzy byl to
eksperyment o najwyzszym wymuszonym wysitku reprodukcyjnym (poréwnywalnym do
wysitku w $rodowisku naturalnym), testujacym wpltyw reprodukcji na poziom stresu
oksydacyjnego. Jesli rzeczywiscie wysitek reprodukcyjny powoduje wzrost poziomu
uszkodzen oksydacyjnych, to powinny one uwidoczni¢ si¢ u samic, ktore wykarmity

cztery powigkszone mioty.

Oprocz  wyzej wspomnianych dwoéch  eksperymentéw  laboratoryjnych,
przeprowadzitem takze badania na samicach nornicy rudej odlawianych w ich
naturalnym $rodowisku, szczegdlowo opisane w Rozdziale 5. Odlawiane samice rdznity
si¢ statusem reprodukcyjnym (przed reprodukcja i po reprodukcji), a takze generacja
(wiosenna i jesienna). Poniewaz oznaczalem tu poziom tych samych markeréw stresu
oksydacyjnego, w tych samych narzadach i tkankach co poprzednio, uzyskane dane
»terenowe” w znacznym stopniu uzupelnity wyniki wczes$niejszych eksperymentow
laboratoryjnych, co pozwolito na wielostronne odniesienie si¢ do postawionych celow 1

hipotez.

Okreslitem poziom uszkodzen oksydacyjnych lipidow 1 bialek w watrobie,
nerkach, sercu 1 migsniach szkieletowych konczyny tylnej samic nornicy, jak rowniez
oznaczylem aktywno$¢ antyoksydantow, katalazy i catkowitego glutationu, w czgsci z
tych tkanek (antyoksydanty nie byly badane w pierwszym eksperymencie).
Spodziewalem si¢ wyzszego poziomu stresu oksydacyjnego u osobnikow o wigkszym

wysitku reprodukcyjnym.

Trzy etapy moich badan (dwa eksperymenty laboratoryjne i badania ,,terenowe”)
opisatem w trzech kolejnych rozdziatach. Przedstawione sa w nich szczegdtowe cele i
hipotezy, a takze materiaty i metody badawcze. Kazdy rozdziat ma tez swoja odrgbng
dyskusje. Ostateczne wnioski z wszystkich przeprowadzonych badan przedstawitem w
koncowym rozdziale ,,Podsumowanie”. Rozdzialy te s3 poprzedzone krotka

charakterystyka obiektu badan i opisem metod wspdlnych wszystkim etapom badan.
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2. Materialy i metody

2.1. Zwierzeta

Nornica ruda, obiekt badan przedstawionych w niniejszej rozprawie, jest drobnym
gryzoniem, o masie ciala okoto 20-25 g, bardzo pospolitym w naszych lasach. W
warunkach naturalnych, w czasie sezonu rozrodczego, ktéry trwa od wczesnej wiosny do
pbznej jesieni, moze wychowa¢ do czterech miotow (Bujalska, 1983). Osobniki urodzone
wiosng 1 wezesnym latem szybko dojrzewaja i rozmnazajg si¢ jeszcze w tym samym
roku, a wigkszo$¢ z nich nie dozywa do kolejnego sezonu rozrodczego. Osobniki
urodzone pdéznym latem 1 jesienig rozmnazaja si¢ po przezimowaniu, 0d WcCzesnej
wiosny. W kazdym miocie rodzi si¢ srednio 5—6 mtodych (Schwarz et al., 1964; Zejda,
1971; Bujalska, 1983; Gliwicz, 1983). Nornica ruda bardzo dobrze znosi warunki
laboratoryjne (Sadowska et al., 2005). Bez wigkszego problemu mozna jg rozmnazac, a
nawet manipulowa¢ wysitkiem reprodukcyjnym poprzez dodawanie lub odejmowanie

miodych, 0 ile jest to zrobione tuz po porodzie (Mappes et al., 1995).

Badania przeprowadzilem zar6wno na osobnikach pochodzacych z hodowli
laboratoryjnej jak i na osobnikach z populacji naturalnych. Dwa pierwsze eksperymenty
(Rozdziat 3 i 4) zostaly przeprowadzone na samicach nornicy rudej pochodzacej ze
sztucznej wielokierunkowej selekcji laboratoryjnej prowadzonej na Uniwersytecie
Jagiellonskim w Krakowie pod kierunkiem prof. Pawla Kotei (Sadowska et al., 2008;
Sadowska et. al., 2015). W swoich badaniach postuzylem si¢ zwierzgtami z linii
selekcjonowanych na wysokie maksymalne tempo metabolizmu podczas ptywania oraz z
linii kontrolnych. W liniach selekcjonowanych na wysokie tempo metabolizmu kryterium
selekcyjnym byt najwyzszy 1-minutowy poziom konsumpcji tlenu osiggnigty przez
nornice podczas pltywania w wodzie o temperaturze 38°C. Temperatura ta byla tak
dobrana, aby wzrost tempa metabolizmu pochodzit tylko z aktywnosci lokomotorycznej,
bez dodatkowych wydatkow na termoregulacje. Samice z linii selekcyjnych posiadaty
maksymalne tempo metabolizmu o 40% wyzsze w stosunku do samic z linii kontrolnych
(Chrzascik et al., 2014), 0 10% wyzsze tempo metabolizmu podstawowego (Sadowska et
al., 2015) oraz 0 18% wyzsza konsumpcj¢ pokarmu (G. Dheyongera, K. Grzebyk, dane

niepubl.) (wszystkie te wartosci dotyczg nornic z pokolenia 11 selekc;ji i sg korygowane o
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mas¢ ciata). Zarowno zwierzgta selekcjonowane, jak i kontrolne, reprezentowane byly
przez cztery linie replikacyjne. Samice nie rozmnazane, jak rowniez samice rozmnazane
przed polaczeniem z samcem, byly trzymane w standardowych plastikowych klatkach
(26 x 20 x 16 cm) z trocinami jako podtozem. Po potaczeniu z samcem, kazda samica
przebywata z nim w wigkszej klatce (43 x 27 x 16 cm) z odwrocong gliniang doniczka
(Rozdziat 3) lub plastikowym domkiem (Rozdzial 4) i papierowym re¢cznikiem do
zbudowania gniazda. W hodowli utrzymywana byta stata temperatura (20 + 1°C) i
fotoperiod (16 h : 8 h dzien : noc). Zwierzeta miaty dostep do wody i pokarmu ad libitum.
Pokarmem byla standardowa karma dla gryzoni (Labofeed H., Kcynia) bez

antyoksydantow jako $rodkow konserwujacych, o zawartosci witaminy E = 90 mg kg™

Badania opisane w Rozdziale 5 przeprowadzitem na naturalnej populacji nornicy
rudej. Zwierzgta o roznym statusie reprodukcyjnym (przed i po rozrodzie), pochodzace
zarOwno z generacji wiosennej, jak i jesiennej, odtowitem na terenic Puszczy

Knyszynskie;.

2.2. Analizy biochemiczne
2.2.1. Uszkodzenia oksydacyjne

Wczesniej pobrane i zamrozone tkanki homogenizowatem w zmrozonym mozdzierzu
(Rozdziat 3) lub za pomocg homogenizatora nozowego CAT X120 (Rozdziaty 4 i 5) w
50 mmol I buforze fosforanowym z dodatkiem 1mmol I EDTA, pH = 7,0. Supernatant
po odwirowaniu (10000 g, 15 min w 4°C) chwilowo byt trzymany na lodzie do czasu

analizy uszkodzen oksydacyjnych.

Poziom oksydacyjnych uszkodzen lipidow zmierzylem przy pomocy reakcji
malandialdehydu (MDA) z kwasem tiobarbiturowym (TBA) (Ohkawa et al., 1979).
Pokroétce, supernatant, 20% kwas octowy i1 0,5% kwas tiobarbiturowy, zmieszano i
inkubowano przez 1 godz. w tazni wodnej w 95°C. Nastepnie zmierzylem absorbancje
supernatantu w spektrofotometrze Beckman Coulter Du 730 przy dtugosci fali 532 nm.
Krzywa kalibracyjna z uzyciem tetraetoksypropanu o znanych stezeniach postuzyta do

obliczen poziomu MDA. W ten sposdb przeprowadzono analiz¢ uszkodzen lipidow w
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pierwszym eksperymencie (Rozdziat 3). Wyniki przedstawione w Rozdziatach 4 i 5
zostaly otrzymane nieco zmodyfikowang metodg. Po inkubacji w tazni wodnej,
wyekstrahowano supernatant w mieszaninie butanolu i pirydyny (1 : 15) i zmierzono
absorbancje gornej warstwy supernatantu przy dtugosciach fali 532 i 600 nm. Roznice
pomiedzy tymi dwiema absorbancjami uzyto do dalszych obliczen. Zabiegi te
spowodowaty, ze prébka byta doktadniej oczyszczona, a koncowy wynik byt w
mniejszym stopniu zalezny od innych substancji mogacych reagowa¢ z TBA, ktore majg
swoje maksimum absorbancji, tak jak MDA, przy dtugosci fali okoto 532 nm. Zawartos¢
bialka w probce we wszystkich analizach zostala oznaczona metoda Lowry’ego z
modyfikacjami Petersona (Lowry et al., 1951; Peterson, 1977). Wyniki dotyczace
uszkodzen lipidow przedstawitem jako stezenie TBARS (substancji reagujacych z

kwasem tiobarbiturowym) wyrazone w nmol mg™ biatka.

Poziom oksydacyjnych uszkodzen biatek zmierzylem za pomoca reakcji 2,4-
dinitrofenylohydrazyny (DNPH) z biatkowymi grupami karbonylowymi (Stadtman i
Oliver, 1991; Levine et al., 1994). Supernatant umieszczono w dwoch probowkach,
p6ézniej do pierwszej (proba, S) dodano 10 mmol DNPH w 2,5 M HCI, a do drugiej
(kontrola, C) dodano sam 2,5 M HCI. Po 1 godz. inkubacji w temperaturze pokojowej, do
kazdej z probowek dodano 50% kwas trojchlorooctowy (TCA), zawartos¢ wymieszano i
schtodzono przez 20 min w temperaturze -20°C. Nastgpnie probowki odwirowano
(10000 g, 15 min, 4°C), supernatant zostal odlany, a osad przeptukany mieszaning
alkoholu etylowego i1 octanu etylu w rownych proporcjach. Plukanie te byto powtorzone
trzykrotnie, a nastgpnie osad zostat rozpuszczony w 6 M chlorowodorku guanidyny.
Absorbancja probek S i C zostata zmierzona przy dtugosci fali 370 nm. Poziom grup
karbonylowych obliczylem na podstawie r6znicy w absorbancji pomiedzy probka S a C.
Zawarto$¢ biatka w probce zostala oznaczona na podstawie probki C, przy absorbancji
280 nm. Koncowe stezenie grup karbonylowych wyrazitem w nmol mg™ biatka. Prawie
wszystkie oznaczenia wykonano w dwoch powtdrzeniach, a powtarzalnos¢
(wspotezynnik korelacji wewnatrzklasowej) wyliczono wedlug Lessels i Boag (Lessels i
Boag, 1987).
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2.2.2. Poziom obrony antyoksydacyjnej

Aktywnos¢ katalazy oznaczytem zgodnie z metoda opisang przez Aebi (Aebi, 1986).
Tkanki zhomogenizowano w 100 mmol I buforze fosforanowym o pH = 7,0 z
dodatkiem 0,1 mmol I* EDTA zmieszanym z TRIS w proporcji 1 : 99. Probke z
supernatantem wyzerowano w spektrofotometrze przy dtugosci fali 240 nm. Nastepnie do
kuwetki zostal dodany 30 mmol I roztwér H,O; i obserwowano spadek absorbancii.
Ostateczng warto$¢ aktywnosci katalazy oznaczylem jako stalg szybkosci reakcji (K)

przeliczong na mg biatka.

Poziom catkowitego glutationu zmierzytlem zgodnie z metodg Andersona (Anderson,
1996) z modyfikacja do czytnika 96-dotkowych ptytek (Vasilaki et al., 2006). W skrocie,
tkanki zhomogenizowano w 1% roztworze SSA i odwirowano (10000 g, 10 min., 4°C).
Do dotkow w plytce titracyjnej zostat dodany Klarowny supernatant oraz mieszanina
reakcyjna (roztwor NADPH, DNTB i reduktazy glutationowej) i mierzono przyrost
absorbancji przez 30 minut w odstgpach 5 min. Na podstawie krzywej kalibracyjnej
obliczytem stezenie catkowitego glutationu i warto$é koficowa wyrazitem w nmol mg™
biatka. Zarowno przy analizie katalazy, jak i glutationu, ilos¢ biatka w probce zostata
okreslona metoda Lowry’ego (Lowry et al., 1951; Peterson, 1977).
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3. Wplyw liczby wykarmionych miotéw na poziom uszkodzen
oksydacyjnych

3.1. Wstep, cele i hipotezy

Glownym celem moich badan bylo sprawdzenie czy wysitek reprodukcyjny u
samic nornicy rudej powoduje wzrost uszkodzen oksydacyjnych lipidéow i bialek w
stosunku do samic nie rozmnazajacych si¢. W chwili planowania tego eksperymentu i w
trakcie jego realizacji, bardzo mato bylo wiadomo o poziomie stresu oksydacyjnego u
ssakow w czasie reprodukcji. Znane mi byty tylko trzy prace na ten temat i relacjonowaty
one bardzo rozbiezne wyniki: zarowno wyzszy poziomu stresu oksydacyjnego u samic
pregowca amerykanskiego wychowujacego wigksze mioty (Bergeron et al., 2011),
poprzez brak zalezno$ci pomigdzy reprodukcja a poziomem uszkodzen oksydacyjnych u
dzikich owiec rasy Soay (Nussey et al., 2009), do nizszego poziomu stresu u

rozmnazajacych si¢ myszy domowych (Garratt et al., 2011)

Wraz ze wzrostem tempa metabolizmu powinien wzrastaé poziom uszkodzen
oksydacyjnych. Wysitek reprodukcyjny jest nicodlgcznie zwigzany ze zwigkszeniem
zapotrzebowania energetycznego i tempa metabolizmu i w zwigzku z tym, uszkodzenia
oksydacyjne réwniez powinny rosng¢. Nornice rude ze sztucznej selekcji na wysokie
maksymalne tempo metabolizmu tlenowego oraz nie selekcjonowane nornice kontrolne,
z uwagi na swoje zréznicowanie tempa metabolizmu, stanowily idealny material do

testowania moich dwodch hipotez:

1. Samice o wyzszym wysitku reprodukcyjnym charakteryzuja si¢ wyzszym
poziomem uszkodzen oksydacyjnych w stosunku do samic nie rozmnazajacych
sie.

2. Samice 0 genetycznie uwarunkowanym wyzszym poziomie zapotrzebowania
energetycznego (z linii selekcjonowanych) posiadaja wyzszy poziom uszkodzen

oksydacyjnych w poréwnaniu do samic z linii kontrolnych.

Aby przetestowaé powyzsze hipotezy zbadalem poziom uszkodzen
oksydacyjnych lipidéow i bialek w réznych narzadach wewngtrznych u samic z linii

selekcjonowanych na wysokie maksymalne tempo metabolizmu oraz u samic z linii
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kontrolnych. Kazda grupa roznita si¢ wysitkiem reprodukcyjnym samic, ktore albo si¢ nie
rozmnazaty albo mogly urodzi¢ i wykarmi¢ jeden lub dwa mioty. W przypadku
stuszno$ci moich hipotez, spodziewatem si¢ (1) wyzszego poziomu uszkodzen
oksydacyjnych u samic, ktére wykarmity wigcej miotow w pordwnaniu do nie
rozmnazajacych si¢ samic oraz (2) wyzszego poziomu uszkodzen oksydacyjnych u samic
z linii selekcjonowanych na wysokie maksymalne tempo metabolizmu w stosunku do
linii kontrolnych. Taki wynik potwierdzitby prawdziwo$¢ mojej gtéwnej hipotezy

dotyczacej uszkodzen oksydacyjnych jako bezposredniego kosztu reprodukcji.

3.2. Materialy i metody

3.2.1. Schemat eksperymentu

Na poczatku eksperymentu wszystkie zwierzeta bylty w jednakowym wieku ok. 90
dni. Do badan uzytem 72 samice z Osmego pokolenia hodowli laboratoryjnej
prowadzonej na Uniwersytecie Jagiellonskim. 36 samic pochodzito z linii kontrolnych i
36 samic z linii selekcjonowanych na wysokie maksymalne tempo metabolizmu (po 9
samic z kazdej z o$miu lini1). Tak wigc grupa selekcyjna z zagniezdZzonymi liniami
replikacyjnymi byta pierwszym czynnikiem dwuczynnikowego eksperymentu. Drugim
czynnikiem byta liczba wykarmionych miotow, reprezentujaca wysilek reprodukcyjny.
Samice zostaly losowo przypisane do jednej z trzech grup (3 osobniki w kazdej linii
replikacyjnej). Samice w grupie 0, ktorych nie rozmnazano, nie mialy kontaktu z
samcami przez caly okres eksperymentu. Samice z grupy 1 urodzity i wykarmity jeden
miot (jedna petna laktacja), natomiast samice z grupy 2 wykarmity dwa mioty (dwie
pelne laktacje). Samice z grup 1 i 2 trzymane byly wraz samcem, ktory byl usuwany z
klatki po wykarmieniu pierwszego miotu. Wszystkie te samice byly wigc w kolejne;j
cigzy W czasie karmienia pierwszego miotu, zapoczatkowanej w krotkim okresie rui
poporodowej, typowej dla gryzoni. Liczba mtodych byta sprawdzana 17-go dnia od
urodzenia, przy odstawianiu miodych od matki 1 mtode byly wowczas wazone z
doktadnoscig do 0,01 g. Samice z grupy 2, po oddzieleniu od miodych z pierwszego
miotu, przenoszone byly do nowej czystej klatki, juz bez samca, gdzie mogty urodzié
drugi miot (drugi miot wychowywatly wigc nie bedac jednoczesnie w cigzy).
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Wszystkie samice zostaly zabite poprzez dyslokacje rdzenia kregowego.
Poniewaz samice z grupy 1 byty w drugiej cigzy gdy karmity pierwszy miot, z powodoéw
etycznych byly zabijane w dniu urodzenia drugiego miotu, a samice z grupy 2 po
odstawieniu drugiego miotu. Samice z grupy 0 zabijane byly losowo wraz z samicami z
grup 11 2. Samice przed sekcja zwazytem z doktadnoscig do 0,1 g, pobratem i zwazylem
z doktadnosciag do 0,001 g narzady wewnetrzne do dalszych analiz biochemicznych:
watrobe, nerki, serce a takze migs$nie szkieletowe uda. Wszystkie pobrane tkanki zostaty
zamrozone w cieklym azocie w przeciggu 2—3 minut od uSmiercenia samicy. Nastepnie

tkanki przechowywalem w temperaturze —80°C, gdzie czekaly na analizy biochemiczne.

Zgodnie z opisanymi wcze$niej metodami (Rozdziat 2.2.1) oznaczylem poziom
uszkodzen lipidow (poziom TABRS) we wszystkich tkankach oraz poziom uszkodzen
biatek (zawarto$¢ grup karbonylowych w biatkach) we wszystkich tkankach oprocz
mig$ni  szkieletowych. Powtarzalno$¢ oznaczen TBARS, ktore byly wykonane
dwukrotnie, wynosita 0,89 dla nerek, 0,94 dla serca i 0,86 dla mig¢sni szkieletowych.
Powtarzalno$¢ dla grup karbonylowych w nerkach byta réwna 0,72, a w sercu 0,68.

Wszystkie te wartosci byly statystycznie wysoce istotne (P < 0,0001).

3.2.2. Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej uszkodzen oksydacyjnych uzytem zagniezdzonego
modelu ANOVA z grupg selekcyjng (zwierzeta z linii selekcjonowanych na maksymalne
tempo metabolizmu oraz z linii kontrolnych), liczbg wykarmionych miotow (0, 1, 2) oraz
ich interakcjami jako czynnikami ustalonymi. Linie replikacyjne zagniezdzone w grupie
selekcyjnej oraz interakcja pomigdzy liczba wykarmionych miotow 1 liniami
replikacyjnymi byly czynnikami losowymi. Mase ciala samic, mas¢ narzadow
wewngetrznych oraz liczbe mlodych wykarmionych przez samice analizowalem przy
pomocy tego samego modelu. Dla korygowania masy narzadow wewnetrznych o
zmienno$¢ masy ciata samic, do modelu dodano masg ciata jako zmienng towarzyszaca.
Dane byty transformowane logarytmicznie (masy ciala 1 masy narzagdow) lub z uzyciem
pierwiastka kwadratowego (TBARS 1 zawarto$¢ grup karbonylowych w sercu) dla

spelienia zalozen testow parametrycznych.
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Wszystkie obliczenia przeprowadzitem z uzyciem procedury MIXED, opartej na
metodzie ograniczonej maksymalnej wiarygodnosci (REML), w programie SAS 9.1.

3.3. Wyniki

Samice z grupy 2 wykarmity $rednio 2,6 razy (grupa selekcjonowana) i 2,4 razy
(grupa kontrolna) wiecej mtodych niz samice z grupy 1 (Ryc. 3.1). W dwuczynnikowym
modelu ANOVA dla liczby wykarmionych mtodych, liczba miotow byta wysoce istotna
(F16= 85,35, P < 0,001), przy braku istotnego wptywu grupy selekcyjnej (F16= 1,79, P
= 0,229) oraz interakcji pomiedzy tymi dwoma czynnikami (F1 6= 0,91, P <0,376).

Samice nie rozmnazajace si¢ (grupa 0) miaty istotnie mniejszag mase¢ ciata od
samic rozmnazajacych si¢ z grup 1 i 2, ktore z kolei nie r6znity si¢ migdzy soba (ogdlny
efekt grup reprodukcyjnych w dwuczynnikowej ANOVA: F,1, = 22,81, P < 0,001;
Tabela 3.1). Jednoczesnie samice z linii selekcjonowanych na wysokie maksymalne
tempo metabolizmu byty ciezsze od samic z linii kontrolnych (F16= 7,23, P = 0,0361), a
réznice te byly podobne w trzech grupach reprodukcyjnych (brak istotnej statystycznie
interakcji, F;,1, = 0,05, P = 0,948).

Podobne roznice jak w masie ciata, wykrylem w masie watroby i nerek (Tabela
3.2). Masa obu tych narzadéw, kontrolowana o mase ciala, byla mniejsza u osobnikéw
nie rozmnazajacych sie (grupa 0) w stosunku do grup rozmnazajacych si¢ (grupa 1 i 2),
bez istotnych réznic w masie pomiedzy tymi dwoma ostatnimi grupami. Masa serca
roznila si¢ istotnie pomigdzy dwiema rozmnazajgcymi si¢ grupami samic (1 i 2) i byta
wyzsza u osobnikow z grupy, ktéra wykarmita dwa pelne mioty, natomiast obie te grupy
nie r6znity si¢ w stosunku do grupy nie rozmnazajacej si¢ (Tabela 3.2). Grupa selekcyjna
miata wptyw tylko na mase nerek kontrolowang o mase¢ ciata, ktora byta wyzsza u

osobnikow selekcjonowanych na wysokie tempo metabolizmu (Tabela 3.2).

Poziom uszkodzen oksydacyjnych lipidow w nerkach 1 mig$niach szkieletowych
(mierzony jako stezenie TBARS) okazat si¢ istotnie nizszy u samic rozmnazajacych si¢ w
poréwnaniu z nie rozmnazanymi (Tabela 3.3, Ryc. 3.2). Poziom uszkodzen biatek w

sercu (mierzonych jako stezenie grup karbonylowych) miat podobny trend, ale efekt nie
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osiagnal poziomu istotnosci statystycznej (Tabela 3.3, Ryc. 3.3). Liczba wychowanych
miotow nie miata istotnego wplywu na uszkodzenia oksydacyjne w pozostatych
kombinacjach rodzaju uszkodzen i narzadow. Ponadto, poziom uszkodzen oksydacyjnych
lipidow i bialek nie réznit si¢ pomiedzy zwierzetami z linii selekcjonowanych i

kontrolnych (Tabela 3.3, Ryc. 3.2, 3.3).

Poszczegblne samice z obu grup rozmnazajacych si¢ (1 i 2) roéznily si¢ w duzym
stopniu pomigdzy sobg liczbg wykarmionych mtodych na koniec eksperymentu (zakres
od 1 do 14) oraz ich catkowitg masa (od 9,9 do 137 g). Wraz ze wzrostem liczby mtodych
w miocie 1 ich masa, zwigksza si¢ rowniez konsumpcja pokarmu, co w nastgpstwie moze
prowadzi¢ do wyzszych uszkodzen oksydacyjnych. Z tego powodu sprawdzilem, czy
poziom uszkodzen oksydacyjnych lipidow i biatek w badanych tkankach jest zalezny od
naktadu reprodukcyjnego samicy. Analiza nie wykazata zadnych istotnych zalezno$ci
pomiedzy markerami uszkodzen oksydacyjnych a calkowita liczbg lub masg
wykarmionych mtodych (jednoczynnikowa zagniezdzona ANCOVA; grupa selekcyjna
jako czynnik i liczba mtodych lub ich masa jako zmienna towarzyszaca; poziom

istotnosci P dla zmiennej towarzyszacej byt w przedziale od 0,101 do 0,912).

3.4. Dyskusja

Przeprowadzone pomiary uszkodzen oksydacyjnych u samic nornicy rudej nie
potwierdzaja hipotezy, ze reprodukcja podwyzsza poziom stresu oksydacyjnego. Wrecz
przeciwnie, wbrew przewidywaniom, poziom uszkodzen oksydacyjnych lipidow w
nerkach i mig$niach i prawdopodobnie bialek w sercu byt nizszy u samic rozmnazajacych
si¢ niz u nie rozmnazajacych sig, przy czym wszystkie pozostale roéznice miedzy grupami
réznigcymi si¢ liczbg miotow byty nieistotne. Wedlug mojej wiedzy, moje badania sa
drugimi, w ktorych stwierdzono nizszy poziom uszkodzen oksydacyjnych podczas
rozmnazania. Garratt i wspotpracownicy (Garratt et al., 2011) rok wczesniej stwierdzili
nizszy poziom uszkodzen oksydacyjnych lipidow w watrobie 1 mig¢sniach szkieletowych
oraz biatek w watrobie u myszy domowych (Mus musculus domesticus). Rozne wyniki
dla poszczegolnych tkanek u nornicy i badanych przez Garratta myszy wskazuja na

potrzebe analiz markeréw stresu oksydacyjnego w roznych tkankach i narzadach. Warto
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wspomnie¢, ze samice jaszczurek o wyzszym nakladzie reprodukcyjnym (o wigkszym
legu kontrolowanym o rozmiary ciata samicy) maja nizszy komorkowy poziom RFT niz
samice o nizszym naktadzie (Olsson et al., 2009). Nowatorski charakter moich badan w
poréwnaniu z wszystkimi innymi dotyczacymi stresu polega na uzyciu zwierzat o
genetycznie zroéznicowanym tempem metabolizmu. Jednakze nie spowodowalo to
podwyzszenia poziomu stresu oksydacyjnego u samic z linii selekcjonowanych na

wysokie tempo metabolizmu.

Gléwnym zatozeniem moich hipotez bylo to, ze laktacja u nornic istotnie
zwigksza tempo metabolizmu ponad poziom typowy dla samic nie rozmnazajacych si¢. U
wielu gatunkéw matych ssakow podczas laktacji notowane bylo istotnie zwigkszone
tempo metabolizmu spoczynkowego mierzone w strefie termoneutralnej (RMRy)
(Cretegny i Genoud, 2006 oraz cytacje tam zawarte). Najwyzszy wzrost w calkowitym
RMRy, 0 123%, odnotowano u myszy Azara (Akodon azarae) i u myszy laboratoryjnej —
0 151%; wartosci te, przy przeliczeniu RMR; na mas¢ ciata, wynoszg odpowiednio 101 i
61% (Speakman i McQueenie, 1996; Antinuchi i Busch, 2001). Nornice rude z
macierzystej hodowli na Uniwersytecie Jagiellonskim (z ktorej pochodzity osobniki uzyte
w moim eksperymencie), w czasie szczytu laktacji posiadaty RMR; o 49% wyzszy niz
samice nie rozmnazajace si¢ i 0 30% wyzszy, kiedy korygowano pomiar o mase ciata (A.
Ry$ i P. Koteja, dane niepubl.). W przeciwienstwie do naszych zwierzat, Trebaticka i
wspolpracownicy nie stwierdzili istotnych zmian w RMR; nornicy rudej w czasie cyklu
reprodukcyjnego (Trebaticka et al., 2007). Autorzy ci przyznali jednak, ze metody uzyte
przez nich do pomiaru RMR; mogly zanizy¢ wydatki energetyczne ponoszone przez
samice podczas karmienia miodych. Moje wyniki uzyskane z mas narzadow
wewnetrznych (Tabela 3.2) dodatkowo potwierdzaja wyzsze wydatki energetyczne u
nornic w czasie laktacji. Masa watroby i nerek, korygowana o mase ciata, byta u samic
rozmnazajacych si¢ istotnie wyzsza niz u samic nie rozmnazajacych sie. Innymi stowy,
narzady te stanowily wigekszy procent masy ciata u nornic karmigcych mtode. Zaréwno
watroba 1 nerki, a takze jelito cienkie 1 serce, sa narzadami wysoce aktywnymi
metabolicznie, ktore umozliwiaja samicom przemian¢ pobranego pokarmu w mleko i
przetwarzanie zbgdnych produktéw metabolizmu (Speakman i McQueenie, 1996). Tak
wigc wieksza masa tych organdw, w potaczeniu z wysokimi kosztami ich utrzymania,

odzwierciedla si¢ w wyzszym poziomie RMR; (Konarzewski i Diamond, 1995;
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Speakman i McQueenie, 1996; Ksigzek et al., 2004). Podobnie, istotnie wigksza masa
nerek i marginalnie wigksze masa serca u nornic z linii selekcyjnych w poréwnaniu z
liniami kontrolnymi, mogty wskazywa¢ na wyzszy poziom tempa metabolizmu u tych
pierwszych. Dodatkowo, samice podczas karmienia pierwszego miotu byty jednoczesnie
w cigzy z kolejnym miotem, co rowniez mogto wptywaé na podwyzszenie ich wydatkoéw
energetycznych (Oswald i McClure, 1987; Oswald i McClure, 1990) (cho¢ patrz Johnson
et al.,, 2001). Tak wigc, wydaje si¢ malo prawdopodobne, aby brak zwickszonego
poziomu uszkodzen oksydacyjnych mogt by¢ spowodowany zbyt matg rdéznicg w tempie

metabolizmu pomigdzy rozmnazajacymi i nie rozmnazajgcymi si¢ nornicami.

Jaki mogl by¢ mechanizm unikania zwigkszonych uszkodzen oksydacyjnych
tkanek przez rozmnazajace si¢ samice? Najprostszym wytlumaczeniem wydaje sig, ze
zwiekszone wydatki energetyczne i produkcja wolnych rodnikéw stymulujg organizm do
wiekszej produkcji substancji antyoksydacyjnych, co umozliwia uporanie si¢ ze Stresem
oksydacyjnym (Monaghan et al., 2009). W badaniach nad dzikimi myszami domowymi
wykazano ze, obnizony poziom uszkodzen oksydacyjnych w watrobie u samic po okresie
reprodukcyjnym byt skorelowany ze wzrostem poziomu glutationu (Garratt et al., 2011),
jednego z najbardziej aktywnych antyoksydantow (Halliwell i Gutteridge, 1999).
Natomiast obnizony poziom uszkodzen w migéniach u tych samych samic, byt raczej
wynikiem dziatania innych czynnikow niz glutation, jako ze nie zaobserwowano

podwyzszonego poziomu tego antyoksydantu w tej tkance (Garratt et al., 2011).

Innym prawdopodobnym wytlumaczeniem braku stresu oksydacyjnego u
rozmnazajacych si¢ nornic moze by¢ ochronna rola hormondéw piciowych, gléwnie
estrogenow. Jak i u innych ssakow, takze i U gryzoni, stezenie estradiolu we krwi osigga
wysokie warto§ci W czasie rui i pdznej cigzy, w przeciwienstwie do samic bez kontaktu z
samcami (jak u naszych nie rozmnazajgcych si¢ samic), u ktorych poziom estradiolu
pozostaje na bardzo niskim poziomie, na granicy wykrywalnosci (McCormack i
Greenwald, 1974; Cushing et al., 1995). Wykazano, ze szczury po usunigciu jajnikow
produkowaty istotnie wigcej nadtlenku wodoru niz samice kontrolne, a efekt ten znikat po
podaniu estrogenu (Borras et al., 2003; Borras et al., 2010). Ponadto, suplementacja
samic estradiolem po zabiegu usunigcia jajnikow skutkowata zwigkszong aktywnos$cia
peroksydazy glutationowej oraz wzrostem stezenia glutationu (Borras et al., 2003; Kireev

et al., 2007). Najwazniejsze jest jednak to, ze supresja produkcji wolnych rodnikéw tlenu
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przez estrogeny prowadzi do obnizenia poziomu uszkodzen oksydacyjnych lipidow w
réznych typach tkanek (Huh et al., 1994; Persky et al., 2000). W moim eksperymencie
wszystkie samice bylty w cigzy podczas pierwszej laktacji, ale nie podczas drugiej (patrz
metody w Rozdziale 3.2.1). Samice z jednym miotem i z dwoma miotami byly
usmiercane w réznych fazach okresu reprodukcyjnego, tuz po urodzeniu drugiego miotu i
po wykarmieniu drugiego miotu. Poniewaz poziom estradiolu jest najwyzszy w poznej
cigzy 1 tuz po porodzie, mozliwe jest (zakladajac istotng role estradiolu w ochronie
tkanek samicy), ze poziom uszkodzen oksydacyjnych u samic z dwoma miotami bytby
jeszcze nizszy, gdyby byly w trzeciej cigzy i zostaty usmiercone w wkrotce po urodzeniu

trzeciego miotu.

Oprécz hormondéw plciowych, istotny wpltyw na wielkos¢ produkcji RFT
odgrywaja biatka rozprzegajace (UCP) zlokalizowane w wewngtrznej blonie
mitochondrialnej. Biatka UCP2 1 UCP3 katalizujag wyciek protondw, co obniza emisj¢
RFT z mitochondriow (Mailloux i Harper, 2011). Udowodniono jednak, ze podczas
laktacji aktywno$¢ biatka UCP3 jest obnizona, zmniejsza si¢ tez ekspresja genéw UCP3
w miesniach, a ekspresja genow UCP2 pozostaje bez zmian (Speakman, 2008). Tak wigc,
rozprzeganie fosforylacji oksydacyjnej przez biatka UCP nie moze wyttumaczy¢é brak

stresu oksydacyjnego u karmigcych samic nornicy.

Biorac pod uwage warunki i sposob przeprowadzenia eksperymentu, nie mozna
wykluczy¢, ze samice nornicy, zyjace w warunkach naturalnych, doswiadczajg stresu
oksydacyjnego podczas rozmnazania. W opisanym powyzej eksperymencie samice nie
musiaty by¢ aktywne ruchowo aby zdoby¢ pokarm, nie musiaty broni¢ mtodych przed
drapieznikami i wykarmity nie wiecej niz dwa mioty. W warunkach naturalnych nornice
moga odchowa¢ nawet cztery mioty podczas sezonu rozrodczego (Bujalska, 1983;
Koivula et al., 2003). Eksperymentalne zwigkszenie wielkosci miotu u nornic rudych w
ich naturalnym srodowisku negatywnie wptywato zarowno na plodno$¢ samic w
kolejnych probach reprodukcji, jak i na ich przezywalnos¢ (Koivula et al., 2003).
Bezposredni mechanizm tych zmian nie byt jednak znany. Takich kosztow reprodukcji
nie odnotowano jednak w innych, podobnych eksperymentach na nornicy rudej,
prowadzonych w warunkach laboratoryjnych lub pot-naturalnych (Mappes et al., 1995;
Koskela, 1998; Koskela et al., 2009). W badaniach nad prggowcem amerykanskim

(Tamias striatus) stwierdzono wzrost poziomu uszkodzen oksydacyjnych lipidow wraz z
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wielkos$cig miotu i dziennymi wydatkami energetycznymi, aczkolwiek wzrost ten byt

bardzo staby (Bergeron et al., 2011).

Moje powyzsze badania wpisujg si¢ w bardzo zréznicowany obraz zaleznosSci
pomi¢dzy wysitkiem reprodukcyjnym a stanem oksydacyjnym samic dzikich gatunkéw
ssakow. U rozmnazajacych si¢ ssakow opisano zaréwno nizsze uszkodzenia oksydacyjne
w niektorych tkankach (Garratt et al., 2011; Xu et al. 2014; moje badania), brak wptywu
reprodukcji (Nussey et al., 2009), jak i podwyzszony poziom stresu oksydacyjnego
(Bergeron et al., 2011; Fletcher et al., 2013; Xu et al. 2014).

Podsumowujac, przeprowadzony eksperyment nie potwierdzil zadnej z dwoch
postawionych hipotez. Uszkodzenia oksydacyjne tkanek nie byly proporcjonalne do
wysitku reprodukcyjnego, co byto niezgodne z pierwsza hipoteza. Nie znalazlem tez
potwierdzenia drugiej hipotezy — samice o genetycznie wyzszym zapotrzebowaniu
energetycznym nie wykazywaty wigkszych uszkodzen oksydacyjnych — poziom
uszkodzen nie roznit si¢ pomigdzy samicami z linii selekcjonowanych na wysokie tempo
metabolizmu i samicami z linii kontrolnych. Podwyzszony poziom obrony
antyoksydacyjnej i dziatanie hormonéw pitciowych bylby najprostszym wytlumaczeniem
tych wynikow. By¢ moze zwigkszenie wydatkow energetycznych rozmnazajacych sig¢
samic, uwidocznione w ich wigkszych narzadach wewnetrznych, nie byto wystarczajace,
aby mogto doprowadzi¢ do zwiekszonych uszkodzen oksydacyjnych. Z tego tez wzgledu
zaplanowatem kolejny eksperyment, w ktorym samice byly zmuszane do znacznie

wyzszego wysitku reprodukcyjnego.
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3.5. Tabele i ryciny

Tabela 3.1. Srednia masa ciata (gramy) (+ SE, blad standardowy $redniej) samic nornicy
rudej selekcjonowanych na wysokie maksymalne tempo metabolizmu oraz samic
kontrolnych z trzech grup eksperymentalnych, roznigcych si¢ liczbg odchowanych
miotow. N = 12 dla kazdej ze srednich. Rozne litery (a, b) pokazujg istotne statystycznie
réznice masy ciala pomiedzy samicami z grup 0, 1 i 2, otrzymane z analizy
wielokrotnych kontrastow po ANOVA (P < 0,05).

Liczba miotéw

Grupa selekcyjna

0 1 2
Selekcja 235116 298114 29,3+1,0
Kontrola 20,6 £1,2 25,6 £ 0,6 255+0,5
a b b
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Tabela 3.2. Masa narzadow wewngetrznych (g, + SE) samic nornicy rudej (A), oraz

wyniki dwuczynnikowej zagniezdzonej ANCOVA mas narzadow z grupg selekcyjng i

liczbg miotoéw jako gtdéwne czynniki oraz masg ciata jako zmienng towarzyszacg (B). N =

12 dla kazdej ze $rednich. Rozne litery (a, b) w czesci (A) pokazujg istotne statystycznie

réznice pomigdzy samicami z grup 0, 1 i 2, otrzymane z analizy wielokrotnych

kontrastow po ANCOVA (P <0,05).

(A) Grupa Liczba miotéw
Narzad selekcyjna 0 1 2
Watroba Selekcja 1,31+ 0,11 1,97 £ 0,12 1,95+0,13
Kontrola 0,98 £ 0,06 1,76 + 0,06 1,63 + 0,08
a b b
Nerki Selekcja 0,316 £ 0,021  0,430+0,017 0,385+ 0,013
Kontrola 0,251+0,012 0,351+0,015 0,344 £ 0,015
a b b
Serce Selekcja 0,150 £ 0,009 0,169 £ 0,007 0,174 + 0,006
Kontrola 0,116 £ 0,004 0,143 +0,006 0,153 £ 0,005
ab a b
(B) Grupa
Narzad Liczba miotéw selekcyjna Interakcja Masa ciata
Watroba F..,=17,16 Fi6=0,07 F,1,=4,26 Fi46 = 145,4
P =0,0003 P =0,803 P =0,040 P < 0,0001
Nerki Fa1, = 7,28 Fi6 = 6,07 Foi=1,77 Fi47 = 63,59
P =0,0085 P = 0,049 P =0,211 P < 0,0001
Serce Fo1,=3,13 Fi6=4,59 Fo1,=2,34 F147 = 60,68
P =0,081 P =0,076 P =0,139 P < 0,0001
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Tabela 3.3. Wyniki dwuczynnikowej zagniezdzonej ANOVA dla markeréw uszkodzen
oksydacyjnych lipidow i bialek w badanych narzadach samic nornicy rudej, z liczba
miotow i grupg selekcyjng jako glownymi czynnikami. Interakcje pomiedzy grupa

selekcyjng a liczbg miotéw nie byly istotne w zadnym narzadzie.

Uszkodzenia

oksydacyjne Narzad Liczba miotéw Grupa selekcyjna
Lipidy watroba F,1, = 0,38, P = 0,689 F.¢=0,87, P=0,387
(TBARS) nerki Fo1o = 12,21, P = 0,001 Fi6=299, P=0,134
serce Fo1, = 1,40, P = 0,284 Fi¢=217,P=0,191
miesnie Fo1, = 5,03, P = 0,0259 Fi=1,29, P = 0,299
Biatka watroba Fo1o = 1,53, P = 0,256 Fi6=0,08, P=0,791
(grupy nerki Fo1 = 1,07, P = 0,373 Fie= 0,00, P = 0,991
karbonylowe)  ocq Forp = 2,83, P = 0,008 Fie=1,38, P = 0,284
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Ryc. 3.1. Calkowita liczba mtodych wykarmionych przez samice, ktore miaty jeden i
dwa mioty. Samice pochodzity z linii selekcjonowanych na wysokie tempo metabolizmu

i linii kontrolnych. Wartosci $rednie + SE (btad standardowy $redniej).
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Ryc. 3.2 (cze$¢ 1/2). Srednie (+ SE) stezenie substancji reagujacych z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS; markeréw oksydacyjnych uszkodzen lipidéw) w narzadach i
migsniach szkieletowych samic nie rozmnazajacych si¢ i samic, ktore wykarmity jeden 1
dwa mioty. (A) watroba, (B) nerki, (C) serce, (D) migsénie szkieletowe. Rozne litery nad
stupkami pokazujg statystycznie istotne réznice pomiedzy samicami z grup 0, 1 i 2,
otrzymane z analizy wielokrotnych kontrastow po ANOVA (P <0,05).
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Ryc. 3.3 (czeé¢ 1/2). Srednie (+ SE) stezenie grup karbonylowych w biatkach, markera
oksydacyjnych uszkodzen biatek w narzgdach samic nie rozmnazajgcych si¢ i samic,
ktore wykarmity jeden i dwa mioty. (A) watroba, (B) nerki, (C) serce. Oznaczenia jak na
Ryc. 3.2.
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4. Wplyw eksperymentalnego zwiekszania i zmniejszania wysitku
reprodukcyjnego na poziom stresu oksydacyjnego

4.1. Wstep, cele i hipotezy

Moj pierwszy eksperyment wykazal, ze samice, ktore wykarmity jeden lub dwa
mioty nie wykazuja podwyzszonego poziomu uszkodzen oksydacyjnych lipidow i biatek
W poroéwnaniu z osobnikami nie rozmnazajacymi si¢, a w niektorych narzadach poziom
ten byt nawet nizszy. Wyniki te mogly mie¢ zwigzek ze zbyt matym wysitkiem
reprodukcyjnym samic nornicy, dlatego tez w kolejnym eksperymencie znacznie

zwigkszylem ten wysitek poprzez manipulowanie wielko$cig miotow.

Wyniki dotychczasowych badan, w ktorych autorzy probowali wyjasni¢ zaleznosc¢
pomiegdzy kosztami reprodukcji a poziomem stresu oksydacyjnego nie sa jednoznaczne i
przedstawiaja wszelkie mozliwe wyniki od dodatnich korelacji, poprzez ich brak, az do
korelacji ujemnych (Stier et al., 2012; Metcalfe i Monaghan, 2013; Speakman i Garratt,
2014). Jedna z przyczyn takiej rozbieznosci w wynikach mogty by¢ wady uktadu
eksperymentalnego w pracach laboratoryjnych (Metcalfe i Monaghan, 2013). Zwierzeta
w tych eksperymentach byty karmione ad libitum, przez co mogty po prostu zwigkszy¢
konsumpcje pokarmu i spozytkowywac ja na obron¢ antyoksydacyjna i mechanizmy
naprawcze. Co wazniejsze, wysitek reprodukcyjny zwierzat powinien by¢ manipulowany
poprzez zwigkszanie lub zmniejszanie liczby mtodych w miocie lub legu. Jesh zwierzeta
Mmoga si¢ swobodnie rozmnaza¢, produkujg zréznicowang liczbg potomstwa w zaleznos$ci
od swego stanu fizjologicznego, unikajac w ten sposob stresu oksydacyjnego. Prawdziwe
koszty reprodukcyjne moga si¢ pojawi¢ wtedy, gdy zwierzeta zostang zmuszone do
wyzszego wysitku reprodukcyjnego poprzez powigkszenie miotu/lggu lub przez
zmuszenie do dodatkowej pracy aby zdoby¢ odpowiednig ilos¢ pokarmu (Metcalfe i
Monaghan, 2013).

Badania dotyczace manipulacji wysitkiem reprodukcyjnym u ssakow i jego
wplywu na poziom stresu oksydacyjnego sa ciagle nieliczne (Aloise King et al., 2013; Xu
et al., 2014; Plumel et al., 2014; Garratt et al., 2013). Wszystkie one byly prowadzone

mniej wigcej w tym samym czasie, co moj eksperyment. Trzy z nich (Aloise King et al.,
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2013; Garratt et al., 2013; Xu et al., 2014) nie wykazaly wzrostu poziomu stresu
oksydacyjnego wraz ze zwigkszaniem si¢ wysitku reprodukcyjnego, a w kilku
przypadkach rejestrowany byt nawet jego spadek w poréwnaniu z nie rozmnazajgcymi
si¢ samicami. W czwartej pracy, autorstwa Plumela i wspotpracownikoéw (Plumel et al.,
2014), wykazano wzrost poziomu nadtlenku wodoru w o0soczu u samic myszy o
zwickszonych miotach, wzgledem samic z miotami pomniejszonymi, co moze, ale

niekoniecznie musi oznacza¢ wzrost poziomu stresu oksydacyjnego.

We wszystkich  powyzszych  eksperymentach  manipulacje  wysitkiem
reprodukcyjnym ograniczone byty tylko do jednego miotu (Garratt et al., 2013; Plumel et
al., 2014; Xu et al., 2014) lub do dwoch miotow (Aloise King et al., 2013). Garratt i
wspolpracownicy (Garratt et al., 2013), ktorzy nie znalezli oznak stresu oksydacyjnego u
samic myszy domowej z powickszonymi miotami, sugerowali, ze moglyby si¢ one
pojawi¢ po wychowaniu kolejnych miotow. Speakman i Garratt (2013) zwrocili uwage
na fakt, ze mtode samice majg potencjalnic duze perspektywy rozmnazania si¢ W
przysztosci 1 moze im si¢ bardziej niz starszym samicom oplacaé, by zainwestowaé w
obrong¢ antyoksydacyjng i zagwarantowaé sobie dozycie do pdzniejszego pomysSlnego
rozrodu. Mogloby to thtumaczy¢ nizszy poziom uszkodzen oksydacyjnych obserwowany u
samic rozmnazajacych si¢ po raz pierwszy niz u samic dziewiczych w eksperymencie

tych autorow (jak rowniez w moich badaniach, opisanych w poprzednim rozdziale).

Swoje kolejne badania ponownie przeprowadzitem na nornicy rudej pochodzace;j
ze sztucznej selekcji prowadzonej na Uniwersytecie Jagiellonskim (Sadowska et al.,
2008, 2015; Konczal et al., 2015), ale plan eksperymentu zostat tak skonstruowany, aby
rozwigza¢ wspomniane wyzej problemy metodologiczne. Po pierwsze, zgodnie z
zaleceniami Metcalfe i Monaghan (2013), postanowitem manipulowaé wysitkiem
rodzicielskim samic poprzez zmniejszanie i zwigkszanie oryginalnej wielkosci miotu.
Samice nie rozmnazajace si¢ postuzyly mi za kontrole. Po drugie, samice wychowywaty
cztery kolejne mioty, co jest maksymalng liczba miotow w sezonie reprodukcyjnym i
najprawdopodobniej w calym Zzyciu nornicy rudej. Samice pozostawaly we wspolnej
klatce z samcami do czasu urodzenia czwartego miotu, w zwigzku z czym w czasie
laktacji byly jednoczesnie w Kkolejnej ciazy. Zabieg ten spowodowat skoncentrowanie
bardzo energochtonnych okreséw kolejnych laktacji w krotkim czasie. Nie sg mi znane
inne eksperymenty, w ktorych badano poziom stresu oksydacyjnego u zwierzat o tak
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wysokim wysitku reprodukcyjnym. Tak wigc, ewentualny brak zwigkszonych uszkodzen
oksydacyjnych, lub innych objawow stresu oksydacyjnego, u samic zmuszonych do
wykarmienia czterech powiekszonych miotow wskazywalby wyraznie, ze zwigkszony
poziom stresu oksydacyjnego nie jest istotnym mechanizmem lezagcym u podstaw
kompromisu ewolucyjnego pomiedzy wysitkiem reprodukcyjnym a przyszia ptodnoscia i
przezywalnoscia (np. Koivula et al., 2003).

Tak jak w poprzednim eksperymencie, badalem poziom uszkodzen
oksydacyjnych lipidow i biatek w réznych tkankach. Dla lepszej interpretacji wynikow,
rozszerzylem badania o pomiar poziomu catkowitego glutationu i aktywnos$¢ katalazy —
dwoéch bardzo waznych antyoksydantow odpowiedzialnych za ochrong przed stresem
oksydacyjnym. Jesli hipoteza dotyczaca stresu oksydacyjnego jest prawdziwa, oznaki
tego stresu powinny by¢ widoczne u samic o powigkszonych miotach, a samice te
powinny si¢ charakteryzowac¢ obnizonym poziomem antyoksydantow. Z drugiej strony,
oczekiwatem, ze w grupie samic o zmniejszonych miotach, bedzie widoczny ochronny
efekt dzialania estrogendow, a poziom obrony antyoksydacyjnej bedzie wyzszy, CO

doprowadzi do mniejszego stresu oksydacyjnego. Testowatem cztery hipotezy:

1. Samice o niskim wysitku reprodukcyjnym (o zredukowanych miotach) majg nizszy
poziom uszkodzen oksydacyjnych w tkankach niz nie rozmnazajace si¢ samice
(podobnie jak w moim poprzednim eksperymencie).

2. Samice o podwyzszonym wysitku reprodukcyjnym (o powigkszonych miotach)
maja wicksze uszkodzenia oksydacyjne w stosunku do nie rozmnazajacych sig¢
samic.

3. Samice z linii selekcjonowanych (o wyzszym tempie metabolizmu) maja wyzszy
poziom uszkodzen oksydacyjnych w porownaniu do samic z linii kontrolnych
(zardwno W grupie samic rozmnazajacych sie, jak i nie rozmnazajacych).

4. Poziom antyoksydantow jest odwrotnie proporcjonalny do poziomu uszkodzen

oksydacyjnych.
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4.2. Material i metody

4.2.1. Plan eksperymentu

Do moich badan ponownie postuzytem si¢ nornicami rudymi ze sztucznej selekcji
prowadzonej na Uniwersytecie Jagiellonskim (Sadowska et al., 2008; Sadowska et al.,
2015). Tym razem osobniki pochodzity z 12 i 14 pokolenia i podobnie jak w pierwszym
eksperymencie, nalezaty do linii selekcjonowanych na wysokie maksymalne tempo
metabolizmu oraz do linii kontrolnych. W hodowli wyjsciowej, na Uniwersytecie
Jagiellonskim, $rednia wielko$¢ miotu samic z linii selekcyjnych w chwili odstawienia
mtodych od matki (w 17-tym dniu ich zycia), dla pokolen 12 i 14, wynosita 5,3 oraz 4,8
w liniach kontrolnych (dane usrednione dla samic, ktore wykarmity przynajmniej trzy
mioty, i dla dwoch pokolen; P. Koteja, dane niepubl.). Pozostate szczegoty dotyczace
hodowli zostaly zawarte w Rozdziale 2.1 (,,Zwierzgta”) w gtéwnych ,,Materiatach i

metodach”.

Na poczatku eksperymentu wszystkie osobniki byly dziewicze i miaty ok. 3,5
miesigca zycia. Lacznie uzylem 172 samic, 89 z linii selekcjonowanych i 83 z linii
kontrolnych (92 samice pochodzity z 12 pokolenia, a 80 z 14 pokolenia eksperymentu
selekcyjnego) (Tabela 4.1). W kazdym z pokolen, samice z kazdej z czterech linii
replikacyjnych w dwoch grupach selekcyjnych zostaly losowo przyporzadkowane do
jednej z trzech grup reprodukcyjnych: 1. osobniki nie rozmnazajace si¢, bez kontaktu z
samcem przez caty okres eksperymentu; 2. samice o zredukowanej wielkos$ci kazdego z
czterech miotow do 2 mlodych; 3. samice o zwigkszonej wielko$ci kazdego z czterech
miotow o dwa dodatkowe mtode (Tabela 4.1). Manipulacje liczbg mtodych w miotach
byly robione w ciggu dwoch pierwszych dni po urodzeniu, przez cztery kolejne mioty.
Samice nornicy rudej bardzo tatwo akceptujg obce mtode, jezeli sa zblizone wiekiem i
wielkoscig do wlasnych (Mappes et al., 1995). W 17 dniu od urodzenia odnotowywano
liczbe 1 mas¢ mtodych 1 odlaczano je od matki, a samica z samcem trafialty do nowej,
czystej klatki, w ktorej rodzony byt kolejny miot. Samiec byt usuwany z klatki dopiero

po urodzeniu czwartego miotu przez samicg¢ (aby samica nie zaszta w cigz¢ po raz piaty).

Po wykarmieniu ostatniego, czwartego miotu samica byla zabijana przez dyslokacje

rdzenia krggowego. Samice z grupy nie rozmnazanej byly usmiercane w tym samym
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czasie co samice z powigkszonymi i pomniejszonymi miotami. Wszystkie samice zostaty
zwazone z doktadnoscig do 0,1 g, a nastgpnie watroba, obie nerki, serce (po usunigciu
krwi) i mieg$nie szkieletowe uda zostalty wysekcjonowane, zwazone z doktadnoscig do
0,001 g i natychmiast zamrozone w cieklym azocie. Zamrozone probki zostaly
przeniesione do zamrazarki i przechowywane w temperaturze —80°C, gdzie czekaty na
analizy. Cate jelito (jelito cienkie, §lepe i grube) zostalo wypreparowane, oczyszczone z
tresci pokarmowej, wysuszone do stalej masy i zwazone z doktadnosciag do 0,001 g.
Oznaczenia uszkodzen oksydacyjnych lipidéw (stezenie TBARS) 1 bialek (zawartos¢
grup karbonylowych w biatkach) oraz poziomu antyoksydantéw (catkowity glutation i
katalaza) zostaly przeprowadzone zgodnie z opisem W Rozdziale 2.2. Powtarzalno$¢
(wspotczynnik korelacji wewnatrzklasowej; Lessels 1 Boag, 1987) wszystkich oznaczen

uszkodzen oksydacyjnych byla wyzsza niz 0,96.

4.2.2. Analiza statystyczna

Glowny model ANOVA — uzyty do testowania roznic w liczbie 1 masie mtodych,
okresie czasu pomigdzy kolejnymi urodzeniami, masie samic i ich narzadow
wewnetrznych oraz stezeniu markerow stresu oksydacyjnego i1 antyoksydantow —
zawieral grupe reprodukcyjng (Samice nie rozmnazajace si¢, zmniejszone mioty,
zwiekszone mioty), grupe selekcyjna (linie selekcyjne i kontrolne) i pokolenie (12, 14)
jako czynniki ustalone oraz linie replikacyjne zagniezdzone w grupie selekcyjnej jako
czynnik losowy. Wyjsciowy model zawierat takze wszystkie odpowiednie interakcje
pomiedzy czynnikami. Interakcje nieistotne statystycznie byly kolejno usuwane, za
wyjatkiem interakcji miedzy grupa reprodukcyjng a grupg selekcyjng, ktora byta
traktowana jako immanentna czgs¢ modelu, obecna bez wzgledu na jej statystyczng

1stotnosc¢.

Dla spelnienia zatozen testow parametrycznych, poréwnania liczby 1 masy
miodych pomigdzy grupami reprodukcyjnymi, selekcyjnymi i pokoleniami, byly
wykonywane po transformacji z uzyciem pierwiastka kwadratowego. Dlugosci okresow
pomiedzy kolejnymi urodzeniami u samic byty logarytmowane. W poré6wnaniach masy
watroby, nerek, serca i jelit, do gltownego modelu zostata wlaczona catkowita masa ciata

jako zmienna towarzyszaca, a masa wszystkich narzadow, jak réwniez masa ciala,
40



zostaly zlogarytmowane. Przed analizg st¢zenia TBARS z zastosowaniem glownego
modelu, warto$ci stezen we wszystkich tkankach (w watrobie, nerkach, sercu i mig$niach
szkieletowych) byly logarytmowane, a w analizie zawartoSci grup karbonylowych
logarytmowano tylko ste¢zenia w watrobie. Takie same transformacje TBARS 1 grup
karbonylowych byly uzyte przy testowaniu ich korelacji z liczba i masa wykarmionych
mlodych (liczba i masa nie transformowane). Poziom antyoksydantow (glutationu i
katalazy) byl logarytmowany we wszystkich przeprowadzonych analizach. Zalezno$¢
pomig¢dzy zlogarytmowanym stezeniem TBARS i grup karbonylowych a poziomem
antyoksydantow byl testowany poprzez wlaczenie do gléwnego modelu stezenia

glutationu lub aktywnosci katalazy jako zmiennej towarzyszacej.

Zatozenie o homogennosci nachylen bylo zawsze sprawdzane przed
przeprowadzeniem ANCOVA. Dla poréwnan a posteriori parami pomig¢dzy grupami
czynnikow z wigcej niz dwoma poziomami, zostal uzyty test Tukeya-Kramera.
Wszystkie analizy statystyczne byly przeprowadzone w programie SAS 9.3 (SAS
Institute, Cary, NC, USA) z uzyciem procedury MIXED, opartej na metodzie
ograniczonej maksymalnej wiarygodno$ci (REML). Wobec kontrolowania zmiennosci
analizowanych zmiennych o duza liczb¢ czynnikéw i1 z powodu licznych transformacji
danych, w niniejszym rozdziale przedstawiono $rednie korygowane z zastosowanych

modeli wraz z ich 95% przedziatami ufnosci.

4.3. Wyniki

4.3.1. Wielko$¢ i masa miotu

Wszystkie samice urodzily cztery kolejne mioty. Samice z grupy o
powigkszonych miotach wykarmity 3,5 razy wigcej mtodych niz samice z grupy o
zmniejszonych miotach. Nie znalaztem statystycznie istotnych réznic pomigdzy dwiema
grupami selekcyjnymi (nornice z linii selekcyjnych i linii kontrolnych), ani miedzy
dwoma pokoleniami (ANOVA; grupa reprodukcyjna: F16 = 765,2, P < 0,0001; grupa
selekcyjna: F16 = 0,17, P = 0,698; pokolenie: F;7 =1,02, P = 0,347; interakcja grupa
reprodukcyjna x grupa selekcyjna Fig = 5,57, P = 0,056) (Ryc. 4.1. A). Samice
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selekcyjne 1 kontrolne z grupy o powigkszonych miotach wykarmity $rednio o 0,89 ([0,53
- 1,25], 95% przedziat ufnosci) i o 0,93 [0,56 - 1,31] mlodych wigcej niz odnotowano w
ich miotach przed manipulacja. Srednia wielko$¢ miotu u tych samic w chwili odtaczenia

po wykarmieniu wyniosta odpowiednio 6,26 [5,88 - 6,64] i 5,86 [5,36 - 6,36] mtodych.

Catkowita masa czterech wykarmionych miotow byta 2,7 razy wigksza w grupie o
zwigkszonej niz o zmniejszonej wielkosci miotu (F1 6 = 402,6, P < 0,0001) i byla wicksza
w pokoleniu 14 niz w 12 (F17 = 8,91, P = 0,020). Nie réznita si¢ jednak istotnie
pomiedzy liniami selekcjonowanymi i kontrolnymi (F16 = 0,48, P = 0,516). Interakcja
pomiedzy grupa reprodukcyjng a grupa selekcyjng rowniez nie byla istotna statystycznie

(F16=2,79, P =0,146) (Ryc. 4.1. B).

Sredni czas pomiedzy urodzeniem dwéch kolejnych miotoéw byt dhuzszy u samic
o powigkszonych miotach niz u samic o miotach zmniejszonych; mediana wyniosta
odpowiednio 24,4 i 20,7 dni (grupa reprodukcyjna: Fis = 6,49, P = 0,044; grupa
selekcyjna: F16 = 0,40, P = 0,551; pokolenie: F17 = 0,01, P = 0,943; grupa reprodukcyjna
x grupa selekcyjna: F16 = 0,14, P = 0,719). Wnioskujac na podstawie tych okresow, 84%
drugich, trzecich i czwartych miotow bylo poczete w czasie krotkiego okresu rui
pourodzeniowej, a samice byly w cigzy podczas laktacji (83,3% samic z powiekszonymi
miotami i 84,4% samic z pomniejszonymi miotami) (zatozono tu okres ponizej 28 dni

pomiedzy kolejnymi urodzeniami; Steven, 1957; Gustafsson et al., 1980).

4.3.2. Masa ciala i masa metabolicznie aktywnych narzadow u samic

Masa ciata samic rdznita si¢ pomigdzy poszczegdlnymi grupami reprodukcyjnymi
(ANOVA; Fz12 = 50,68, P < 0,0001). Byta ona nizsza u nie rozmnazajacych si¢ samic,
zarOwno w poréwnaniu z samicami o powigkszonych, jak i 0 pomniejszonych miotach
(test Tukeya-Kramera; P < 0,0001), ale nie roéznita si¢ pomiedzy tymi dwiema grupami
rozmnazajacych si¢ samic (test Tukeya-Kramera; P < 0,593; Tabela 4.2). Masa ciata
samic z linii selekcjonowanych byta wyzsza niz u samic z linii kontrolnych (Fy¢ = 9,07,
P =0,024), a takze byta wyzsza w pokoleniu 14 niz w 12 (F17 = 24,59; P = 0,0016).

Masa metabolicznie aktywnych narzadow wewngtrznych (watroby, nerek, serca i

jelit) wzrastala wraz ze wzrostem catkowitej masy ciata, aczkolwiek w przypadku
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watroby i serca stwierdzono statystycznie istotng interakcje pomigdzy masg ciata a grupa
reprodukcyjng (ANCOVA z masg ciala jako zmienng towarzyszaca; Tabela 4.3).
Interakcja ta wynikata z wigkszego nachylania linii regresji dla grupy nie rozmnazajgcych
si¢ samic (watroba: b = 1,292 + 0,092; serce: b = 0,867 + 0,083 [+ blad standardowy]) w
poréwnaniu z dwoma grupami samic rozmnazajacych si¢ (ktore nie roznity si¢ miedzy
soba; watroba: b = 0,759 + 0,128; serce: b = 0,351 £+ 0,070). Pomimo tej interakcji, aby
przedstawi¢ ogolny obraz zalezno$ci, dla kazdego z narzadow obliczylem model
ANCOVA z jednym wspolnym nachyleniem prostej dla wszystkich trzech grup
reprodukcyjnych (bez wlaczania interakcji do modelu). Masy wszystkich czterech
narzagdow wewngtrznych, po skorygowaniu o mas¢ ciata, byly wyzsze u samic z linii
selekcjonowanych w stosunku do linii kontrolnych, aczkolwiek roznice te byly
marginalnie nieistotne statystycznie dla watroby i jelita (Tabela 4.3). Skorygowana o
mase¢ ciatla masa watroby, nerek, jelit, ale nie serca, byta wigksza U samic z grupy o
powiekszonych miotach niz w dwoch pozostatych grupach reprodukcyjnych. Poniewaz
porownanie grup reprodukcyjnych byto mato wiarygodne w przypadku watroby i serca z
powodu niespelnienia zalozenia o homogennos$ci nachylen, przeprowadzitem podobnag
analiz¢ ANCOVA dla tych dwoch narzaddéw, ograniczajac ja do dwoch grup samic
rozmnazajacych si¢ (dla ktorych zatozenie homogennosci bylo spetnione). Analiza ta
potwierdzita, ze skorygowana o mase ciata masa watroby, ale nie serca, byla wigksza w
grupie o powigkszonych miotach w stosunku do samic z grupy ze zmniejszonymi

miotami (Tabela 4.3 B, cze¢s¢ 2).

4.3.3. Uszkodzenia oksydacyjne tkanek

Stezenie TBARS, markera uszkodzen oksydacyjnych lipidow, rdznilo sig istotnie
pomiedzy grupami reprodukcyjnymi tylko w watrobie (Tabela 4.4, Ryc. 4.2). W
przeciwienstwie do przewidywan, najwyzsze stezenie TBARS w tym narzadzie byto u
nie rozmnazajacych si¢ samic, a najnizsze u samic z powigkszonymi miotami (Ryc. 4.2
A). Doktadnie taki sam obraz otrzymalem w przypadku poziomu stezenia grup
karbonylowych (markera uszkodzen oksydacyjnych bialek) w watrobie; tam takze
stezenie bylo najwyzsze u samic nie przystepujacych do reprodukcji, a najnizsze u samic
o powiekszonych miotach (Ryc. 4.3 A). Statystycznie istotny efekt grupy reprodukcyjnej
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otrzymatem takze w przypadku st¢zenia grup karbonylowych w sercu, aczkolwiek tutaj
dodatkowo istotna byta interakcja pomigdzy grupa reprodukcyjng a pokoleniem (Tabela
4.4). W modelach ANOVA liczonych oddzielnie dla kazdego z dwoch pokolen, réznice
pomig¢dzy grupami reprodukcyjnymi byty istotne w pokoleniu 12 (Ryc. 4.3 C) (Fo12 =
15,52, P = 0,0005; grupa selekcyjna: F16 = 1,36, P = 0,287), ale nie w pokoleniu 14 (F,1,
= 0,30, P = 0,746; grupa selekcyjna: F1 6 = 0,37, P = 0,565).

Samice selekcjonowane na wysokie tempo metabolizmu nie rdznity si¢ istotnie od
samic z grupy kontrolnej, ani w przypadku TBARS, ani grup karbonylowych, w zadnych
z badanych narzadow (Tabela 4.4, Ryc. 4.2 i 4.3). Z drugiej jednak strony, samice z
dwoch badanych pokolen roznity si¢ poziomem uszkodzen oksydacyjnych lipidéw i
biatek w prawie kazdym badanym narzadzie. W kazdym z przypadkoéw, gdzie roéznica ta
byla istotna statystycznie, uszkodzenia byly wyzsze w pokoleniu 12 niz w 14, za

wyjatkiem uszkodzen lipidow w sercu, gdzie sytuacja byta odwrotna.

Poszczegdlne samice, ktore rozmnazaly si¢, roznily si¢ w znaczacy sposob
catkowitg liczbg mtodych odchowanych w czterech miotach (od 3 do 34) oraz ich taczng
masa (od 28 do 282 g). Z tego tez wzgledu sprawdzitem, czy wielko$¢ tego wysitku
reprodukcyjnego wptyneta na poziom uszkodzen oksydacyjnych (stezenie TBARS i grup
karbonylowych) w badanych tkankach. Nie =znalaztem jednak zadnej istotnej
statystycznie zaleznosci pomiedzy tymi zmiennymi (wartosci P: 0,075-0,994; ANCOVA

z liczbg lub masa odchowanych mtodych jako zmienng towarzyszaca).

4.3.4. Obrona antyoksydacyjna

Aktywnos¢ katalazy nie rdznila si¢ pomigdzy grupami reprodukcyjnymi, grupami
selekcyjnymi, czy migdzy dwoma pokoleniami, zarowno w watrobie (ANOVA;
odpowiednio: F, 1, =2,69, P =0,108; F;6=0,01, P =0,938; F;7=0,37, P =0,562), jak
i w nerkach (F212 = 2,13, P = 0,162; F;6 = 0,09, P =0,773; F;7; = 1,48, P = 0,264).
Takze poziom catkowitego glutationu (GSH) w watrobie nie rdznit si¢ istotnie pomiedzy
grupami reprodukcyjnymi (F,12 = 1,66, P = 0,231), czy grupami selekcyjnymi (Fi16 =
0,11, P = 0,757). Poziom GSH rdznit si¢ jednak statystycznie istotne miedzy pokoleniami
(F17 =53,58, P =0,0002) i byt on wyzszy w pokoleniu 14 (w ktorym poziom uszkodzen
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oksydacyjnych bialek i lipidow w watrobie byl nizszy). Wszystkie interakcje byty
nieistotne statystycznie.

Nastepnie sprawdzitem, czy poziom uszkodzen oksydacyjnych lipidow lub biatek
w watrobie i nerkach jest zalezny od poziomu obrony antyoksydacyjnej. W tym celu
przetestowatem model ANCOVA z poziomem uszkodzen oksydacyjnych jako zmienng
zalezng 1 poziomem GSH lub aktywnos$cig katalazy jako zmienng towarzyszaca (Tabela
4.5). W przypadku watroby poziom uszkodzen oksydacyjnych nie byt zalezny od
badanych antyoksydantow, ale w nerkach poziom uszkodzen oksydacyjnych zaréwno
lipidow, jak i biatek, zmniejszat si¢ wraz ze wzrostem aktywno$ci katalazy (poziom
glutationu nie byl mierzony w nerkach; Tabela 4.5). Wszystkie powyzsze analizy
wskazaty wyzszy poziom uszkodzen oksydacyjnych (korygowanych o poziom
antyoksydantow) w pokoleniu 12. Poziom uszkodzen oksydacyjnych w watrobie,
korygowanych o st¢zenie GSH lub 0 aktywno$¢ katalazy, byl nadal wyzszy w grupie nie
rozmnazajacych si¢ samic w stosunku do dwoch pozostatych grup samic rozmnazajacych
si¢ (Tabela 4.5; test Tukeya-Kramera; P < 0,05). Poziom uszkodzen w nerkach
korygowanych o poziom aktywnosci katalazy nie roznit si¢ jednak pomiedzy trzema

grupami reprodukcyjnymi (Tabela 4.5).

4.4. Dyskusja

Podstawowe przewidywanie hipotezy wigzacej histori¢ zycia ze stresem
oksydacyjnym jest takie, ze podwyzszenie poziomu tempa metabolizmu podczas
reprodukcji prowadzi nieuchronnie do zwigkszenia produkcji reaktywnych form tlenu,
ktore powoduja trwate uszkodzenia oksydacyjne, utrzymujace si¢ po okresie rozrodu.
Weczesniejsze badania laboratoryjne testujace te hipoteze, przeprowadzone na matych
ssakach, dostarczaja nie do konca spdjne wyniki, ktore moga by¢ efektem korzystnych
warunkow laboratoryjnych i w konsekwencji wysitku rodzicielskiego dalekiego od
maksymalnego (Metcalfe i Monaghan, 2013). Z tego wzgledu manipulowatem wielko$cia
miotu u samic nornicy rudej poprzez dodawanie dwoch dodatkowych miodych lub
pozostawienie tylko dwojki mtodych w miocie. Co wazne, S$rednia wielkos¢
powickszonych miotéw w chwili oddzielenia od samicy byla wigksza tylko o 0,9

mlodego W poréwnaniu z oryginalng wielkoscig miotu odnotowana w ciggu 2 dni po
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narodzinach, i tylko $rednio o jednego miodego wigksza niz w niemanipulowanych
miotach w macierzystej hodowli (P. Koteja, dane niepubl.). Najwidoczniej samice nie
byly w stanie opiekowa¢ si¢ dwoma dodatkowymi mtodymi lub odmoéwity opieki, co
wskazuje, ze osiggnety one gorng granice wysitku reprodukcyjnego (okreslong przez

ograniczenia fizjologiczne lub mechanizmy optymalizacji historii zycia).

Na wysoki poziom wydatkowania energii samic o powigkszonych miotach
wskazuje wysoka masa watroby, nerek 1 jelita — narzadow aktywnych metabolicznie
odpowiedzialnych za przetwarzanie pokarmu i pochodnych produktéw metabolizmu.
Masa nerek i jelita, korygowana o mas¢ ciala, byta istotnie wigksza u osobnikdéw
rozmnazajacych si¢ w stosunku do nie rozmnazajacych (Tabela 4.3). W przypadku
watroby poréwnania te byly skomplikowane z powodu réznego nachylenia prostych
regresji w ANCOVA, ale masa watroby korygowana o mas¢ ciata byta istotnie wigksza w
grupie z powigkszonymi miotami niz w grupie z miotami zmniejszonymi (Tabela 4.3). W
literaturze bardzo dobrze udokumentowany jest fakt, ze wzrost masy tych narzadow
powoduje wzrost spoczynkowego tempa metabolizmu mierzonego w temperaturach
termoneutralnych (Konarzewski i Diamond, 1995; Speakman i McQueenie, 1996;
Ksigzek et al., 2004) 1 musial on tez spowodowa¢ wzrost tempa metabolizmu u moich

nornic karmigcych powigkszone mioty.

Jak wspomniano w dyskusji poprzedniego rozdziatu (Rozdzial 3.4), wysokie
tempo przetwarzania energii u samic w czasie laktacji jest powigzane ze zwickszonym
tempem metabolizmu spoczynkowego (RMRy), co stwierdzono takze w macierzystej
kolonii hodowlanej, z ktorej pochodzity nornice do niniejszego eksperymentu.
Korygowany o mase¢ ciala RMR; samic z tej kolonii byt w szczycie laktacji o 30%
Wyzszy niz u samic nie rozmnazajacych si¢ (A. Ry$ i P. Koteja, dane niepubl.). W
obecnym eksperymencie, w czasie pierwszych trzech laktacji, wartosci ta mogta by¢
jeszcze bardziej podwyzszona, poniewaz wigkszo$¢ samic byta jednoczesnie w cigzy. Dla
poréwnania, RMR; gryzoni: szczura wedrownego (Rattus norvegicus), nowika (Neotoma
floridana) i bawelniaka (Sigmodon hispidus) byt o 11- 26% wyzszy w przypadku
jednoczesnej laktacji i cigzy niz w samej laktacji (Oswald i McClure, 1987; Oswald i
McClure, 1990) (cho¢ taki wzrost nie byt odnotowany w przypadku myszy
laboratoryjnej; Johnson et al., 2001). W moim eksperymencie proporcja samic bedacych

jednoczesnie w cigzy | w trakcie laktacji nie roznita si¢ pomigdzy samicami z grupy o
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zwigkszonych 1 zmniejszonych miotach, ale samice z tej pierwszej grupy mialy dluzsze
odstepy pomigdzy urodzeniami Kolejnych miotow. Moglo to do pewnego stopnia
kompensowaé zwickszony wysitek metaboliczny zwigzany z jednoczesng cigza. Z
drugiej jednak strony, wydtuzone odstepy pomiedzy kolejnymi urodzeniami wskazywaty,
Ze samice wychowujace powickszone mioty musiaty pos§wieci¢ tempo rozwoju kolejnego
miotu na rzecz skutecznego wykarmienia miotu biezacego, co dostarcza silnego
argumentu, ze samice te byly zmuszone do osiggni¢ccia maksymalnego poziomu

zaopatrywania w energie.

W omawianym eksperymencie samice wykarmity cztery kolejne mioty. W ten
sposob samice z grupy o powigkszonych miotach byly zmuszone do przemiany energii
zblizonej do ich maksymalnych mozliwosci w czasie odpowiadajacym czgsto catkowitej
dlugosci zycia dorostych osobnikdw w warunkach naturalnych. Z tego tez wzgledu
eksperyment ten przedstawia odpowiedni model do testowania hipotezy, ze uszkodzenia
oksydacyjne lipidow i bialek stanowig koszt utrzymywania wysokiego tempa
metabolizmu, a wiec sg tez prawdopodobnym biochemicznym mechanizmem lezacym u
podstaw fundamentalnego kompromisu ewolucyjnego pomiedzy biezacym wysitkiem
reprodukcyjnym a przezywalnoscig i sukcesem reprodukcyjnym w przysztosci. Jednak w
przeciwienstwie do przewidywan ,hipotezy stresu oksydacyjnego”, uszkodzenia
oksydacyjne lipidow i bialek w watrobie (w obu badanych pokoleniach) oraz biatek w
sercu (tylko w jednym pokoleniu) byty istotnie nizsze u samic karmigcych powickszone
mioty, niz u Samic nie rozmnazajacych si¢ (Tabela 4.4, Ryc. 4.2, 4.3). Poziom uszkodzen
lipidow w sercu oraz lipidow i biatek w nerkach i migéniach szkieletowych nie roznit si¢
pomiedzy grupami reprodukcyjnymi (Tabela 4.4, Ryc. 4.2, 4.3), co takze nie jest zgodne
z hipoteza. Markery uszkodzen oksydacyjnych nie roznity si¢ pomigdzy nornicami z linii
selekcjonowanych na wysokie tempo metabolizmu i linii nieselekcjonowanych, co daje

kolejny argument przeciwko hipotezie stresu oksydacyjnego.

Wyniki z niniejszego eksperymentu, ktory spowodowat zarowno zwigkszone, jak
i wydluzone w czasie obcigzenie energetycznego rozmnazajacych si¢ samic, s3
jakosciowo podobne do innych eksperymentéw z manipulowang liczba mtodych w
miocie. U pochodzagcych ze Srodowiska naturalnego myszy domowych, uszkodzenia
bialek w sercu i migs$niach szkieletowych nie réznity si¢ pomigdzy samicami nie

rozmnazajacymi si¢ a sSamicami z powigkszonymi lub pomniejszonymi miotami,
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natomiast w watrobie, poziom uszkodzen albo si¢ nie r6znit pomigdzy tymi grupami,
albo byl nawet nizszy u samic z powigkszonymi miotami (Aloise King et al., 2013;
Garratt et al., 2013). Wyniki kilku innych badan przeprowadzonych na matych
gryzoniach pochodzacych ze srodowiska naturalnego pokazujg, ze poziom uszkodzen
oksydacyjnych w watrobie i innych narzadach nie ulegl zmianie lub zmniejszyt si¢
podczas opieki nad niemanipulowanymi miotami (Garratt, et al., 2011; Schmidt et al.,
2014, moj pierwszy eksperyment). Co interesujace, zwickszony poziom uszkodzen biatek
zostal stwierdzony w osoczu krwi u rozmnazajacych si¢ samic, pomimo ze w tych
samych pracach nie wykazano zwigkszonych uszkodzen w narzadach wewngtrznych
(Yang et al., 2013; Plumel et al., 2014; Xu et al., 2014). Podobnie dwie inne prace,
donoszace o wzroscie uszkodzen oksydacyjnych spowodowanych wysitkiem
reprodukcyjnym u matych ssakow badanych w warunkach naturalnych, przedstawiajg
oznaczenia uszkodzen tylko w osoczu (Bergeron et al., 2011; Fletcher et al., 2013). Nie
wiadomo jednak, czy uszkodzenia wykryte w osoczu sg bardziej znaczgce od tych

stwierdzonych w narzadach.

Najprostszym wytlumaczeniem braku wzrostu, czy nawet spadku uszkodzen
oksydacyjnych w tkankach, spowodowanych reprodukcja, jest zwigkszenie obrony
antyoksydacyjnej. Rzeczywiscie, aktywno$¢ katalazy byta wyzsza w nerkach samic o
nizszym poziomie uszkodzen oksydacyjnych lipidow i biatek w tym narzadzie. Niemniej
jednak, nie znalaztem istotnej korelacji pomigdzy poziomem markerow uszkodzen
oksydacyjnych w watrobie a aktywnoS$cig Katalazy, jak rowniez i stgzeniem glutationu
(Tabela 4.5), jednego z najbardziej aktywnych antyoksydantow (Halliwell i Gutteridge,
1999). Wzrasta liczba dowodoéw na to, ze zwigkszenie produkcji antyoksydantow jest
powigzane ze zmniejszeniem poziomu markerow stresu oksydacyjnego u ssakow podczas
reprodukcji, aczkolwiek przyktady braku takiej zaleznosci sa rowniez liczne (Garratt et
al., 2011, 2013; Yang et al., 2013; Xu et al., 2014). Podobnie jak w poprzednim
eksperymencie, tak 1 w niniejszym, istotng role zabezpieczajaca przed stresem
oksydacyjnym moglo odegra¢ u rozmnazajacych si¢ nornic rudych plejotropowe
dzialanie hormonéw plciowych. Estrogeny maja wlasciwosci antyoksydacyjne 1
ochronne, jako ze zwigkszaja ekspresje genow enzymow antyoksydacyjnych (Borras et
al., 2010). Zostalo dowiedzione np., ze estrogeny zmniejszajg peroksydacje lipidow w

watrobie oraz migsniach sercowym i szkieletowych samic szczurow (Huh et al., 1994;
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Persky et al., 2000), a wigec w tych samych tkankach, ktore byty badane u nornicy w tym i
poprzednim eksperymencie.

Co zaskakujace, w przeciwienstwie do przewidywan, nie stwierdzitem takze
zadnych istotnych statystycznie réznic w uszkodzeniach oksydacyjnych lipidéw i biatek
w badanych narzadach i mig$niach pomigdzy samicami z linii selekcjonowanych na
wysokie tempo metabolizmu i linii nieselekcjonowanych, ani u samic rozmnazajacych
si¢, ani u nie rozmnazanych. W niedawno opublikowanych badaniach Brz¢ka i
wspotpracownikow (Brzek et al., 2014) statystycznie istotne réznice w uszkodzeniach
oksydacyjnych lipidow zostaly wykryte w watrobie, nerkach i sercu pomigdzy myszami
laboratoryjnymi  selekcjonowanymi na wysokie i niskie tempo metabolizmu
podstawowego (BMR), zarowno u nie rozmnazajacych jak i rozmnazajgcych si¢ samic.
Jednak kierunek zmian byt odwrotny od przewidywanego i poziom uszkodzen byt
wyzszy u myszy cechujgcych si¢ niskim BMR, co takze jest sprzeczne z hipotezg stresu
oksydacyjnego (Brzek et al., 2014).

Podsumowujac, moje wyniki: a) podwazaja prawdziwos$¢ hipotezy, ze stres
oksydacyjny jest kluczowym elementem mechanizmu odpowiedzialnego za powstawanie
kompromiséw w historii Zycia pomi¢dzy obecnymi inwestycjami energii w reprodukcje a
przezywalnoscia 1 przysztym sukcesem reprodukcyjnym oraz b) dostarczajg
umiarkowanego wsparcia dla hipotezy, ze niski poziom uszkodzen oksydacyjnych tkanek
u rozmnazajacych si¢ osobnikéw jest powigzany ze zwiekszong produkcja enzymoéw

antyoksydacyjnych.

Mozna argumentowac, ze wysokie tempo metabolizmu, zwigzane z wysitkiem
reprodukcyjnym, moze stac si¢ istotnym czynnikiem powodujacym stres oksydacyjny (i
zwigzane z nim potencjalne konsekwencje w przysztym zyciu), jesli budzet energetyczny
rozmnazajacych si¢ zwierzat zostanie dodatkowo obcigzony innymi stresorami, takimi
jak np. obrong przed patogenami lub pasozytami (Speakman i Garratt, 2014). Trudno si¢
nie zgodzi¢, ze taki scenariusz moze mie¢ miejsce. Jednakze, taki argument sam w sobie
podwaza klasyczny paradygmat kompromisu ,,obecny wysitek reprodukcyjny — sukces w
przysztosci”, ze stresem oksydacyjnym jako mediatorem, gdyz zaktada, ze kompromis
musi w sobie zawiera¢ inne, dodatkowe elementy, takie jak np., koszt dzialania systemu

immunologicznego.
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4.5. Tabele i ryciny

Tabela 4.1. Liczba samic nornicy rudej uzyta w eksperymencie z manipulowaniem wiclkos$cig miotow, z podzialem na grupy selekcyjne

(selekcja i kontrola), grupy eksperymentalne o réznym wysitku reprodukcyjnym (nie rozmnazajgce si¢, o pomniejszonych miotach, o

powiekszonych miotach), w dwoch pokoleniach zwierzat.

Nr Selekcja Kontrola
pokolenia Nie Zmniejszone Powigkszone Nie Zmniejszone Powigkszone Suma
(rok) rozmnazane mioty mioty rozmnazane mioty mioty
12 (2012) 15 18 18 15 15 11 92
14 (2013) 13 13 12 15 14 13 80

Suma 28 31 30 30 29 24 172




Tabela 4.2. Skorygowana masa ciata (g; 95% przedzialy ufno$ci w nawiasach) samic
nornicy rudej z linii selekcjonowanych na wysokie tempo metabolizmu i z linii
kontrolnych, w trzech grupach reprodukcyjnych, otrzymana z modeli ANOVA (patrz
»Analiza statystyczna”, Rozdziat 4.2.2). Rozne litery (a, b) pokazujg istotne roznice
statystyczne w masie ciala pomigdzy grupami reprodukcyjnymi (test Tukeya-Kramera, P
< 0,0001).

Grupa reprodukcyjna
Grupa selekcyjna

Nie rozmnazajgce sie Zmniejszone mioty Powiekszone mioty

Selekcja 24,3 (22,0 - 26,5) 33,2 (30,9 - 35,4) 33,9 (31,7 - 36,2)
Kontrola 22,0 (19,7 - 24,2) 30,2 (27,9 - 32,4) 31,5 (29,1 - 33,9)

a b b




Tabela 4.3. Skorygowane $rednie masy narzadow wewnetrznych samic nornicy rudej (g;
95% przedziaty ufno$ci w nawiasach) otrzymane w analizie ANCOVA z grupa
reprodukcyjna, grupa selekcyjna, linig selekcyjna zagniezdzona w grupie selekcyjnej i
pokoleniem jako czynnikami oraz masg ciala samicy jako zmienng towarzyszaca (A),
oraz poziom istotnosci czynnikéw i zmiennej towarzyszacej w tym modelu (B). (A) oraz
gorna czes¢ (B) przedstawia wyniki dla wszystkich trzech grup reprodukcyjnych.
Poniewaz interakcja pomiedzy grupa reprodukcyjng a masg ciala samic okazata si¢
istotna w watrobie i sercu, dolna cz¢s$¢ (B) dotyczy tych organow tylko u samic z grup o
zmniejszonej 1 powigkszonej liczbie mtodych w miocie (zatozenie o homogennosci
nachylen linii regresji byto spetnione w tych modelach). Rozne litery (a, b) w (A)
pokazuja istotne roznice statystyczne pomiedzy grupami reprodukcyjnymi (test Tukeya-
Kramera, P < 0,05). Statystycznie istotne poziomy istotnosci w (B) zostaty zaznaczone
pogrubiong czcionka.

A
Narzad® lGLupa Grupa reprodukcyjna
Selekcyjna Nie rozmnazajgce sie Zmniejszone mioty Powiekszone mioty
Watroba Selekcja 1,52 (1,42 - 1,64) 1,57 (1,46 - 1,69) 1,75 (1,63 - 1,88)
Kontrola 1,41 (1,30 -1,52) 1,46 (1,36 - 1,56) 1,66 (1,55-1,79)
a a b
Nerki Selekcja 0,360 (0,339-0,382) 0,373 (0,352 -0,395) 0,381 (0,359 - 0,404)
Kontrola 0,323 (0,303 -0,345) 0,329 (0,311 -0,348) 0,376 (0,354 - 0,399)
a a b
Serce Selekcja 0,166 (0,156 - 0,178) 0,171 (0,160 - 0,182) 0,167 (0,157 - 0,179)
Kontrola 0,141 (0,131 -0,151) 0,144 (0,135-0,153) 0,152 (0,142 - 0,162)
a a a
Jelito Selekcja 0,322 (0,302 -0,344) 0,354 (0,333-0,378) 0,382 (0,358 - 0,408)
Kontrola 0,318 (0,296 - 0,342) 0,311 (0,292 - 0,330) 0,374 (0,350 - 0,401)
a a b
B
Narzad Grupa Selekcja Pokolenie Grupa reprod. Masa ciata
reprodukcyjna x Selekcja
1) WatrOba Fz’lz = 13,09 Fl,6 = 4,25 Fl,7 = 5,03 F2,12 = 0,19 F1’138 = 230,26
P =0,001 P =0,085 P =0,060 P =0,831 P <0,0001
Nerki F2’12 = 8,18 Fl,G = 9,72 Fly7 = 0,00 F2’12 = 3,52 F1,138 = 125,0
P = 0,006 P =0,021 P =0,962 P =0,063 P <0,0001
Serce F2’12 = 0,86 Fl,G = 20,28 Fly7 = 9,95 F2’12 = 1,59 F1,138 = 91,73
P =0,447 P =0,004 P =0,016 P =0,243 P <0,0001
Jelita Fz’lz =14,70 Fl,6 =4,99 Fl,7 =451 F2’12 = 3,04 F1’138 = 85,26
P =0,001 P =0,067 P =0,071 P =0,085 P <0,0001
2) Watroba F1,6 = 21,81 Fl,G = 3,70 Fly7 = 2,41 F1,6 = 0,38 F]_ygg = 82,26
P = 0,003 P =0,103 P =0,165 P =0,559 P <0,0001
Serce F1,6 = 1,62 Fl,G = 23,51 Fly7 = 5,97 F1,6 = 3,77 F]_ygg = 25,29
P =0,251 P =0,003 P =0,045 P =0,100 P <0,0001

% Mokra masa watroby, nerek i serca, sucha masa jelita.

52



Tabela 4.4. Wyniki modelu ANOVA dla stgzen TBARS i grup karbonylowych w

watrobie, nerkach, sercu i mig$niach. Wartosci P dla statystycznie istotnych efektow

zostaly zaznaczone pogrubiong czcionka.

Grupa ) Selekcja Pokolenie Grupa repr_od.

reprodukcyjna x Selekcja

F2112 = 5,25 F1,6 = 0,27 F117 :106,6 F2,12 = 0,59

Watroba P =0,023 P =0,622 P < 0,0001 P =0567

Nerk Fo1, = 3,29 Fie=0/45 F.,=30,52 Fb1, = 1,38

0 P =0,072 P =0,526 P = 0,001 P = 0,289
<

[ Serce F212 = 0,60 Fi16=0,36 Fi,=17,14 Fa1=1,73

P =0,564 P=0573 P = 0,004 P =0,219

. F2,12 = 0,66 Fl,e = 0,08 F1,7 = 2,34 F2,12 = 0,53

Migsnie P =0,535 P =0,785 P=0,170 P = 0,600

Fs1, = 5,00 Fio=177 F.,=1590 Foi, = 1,16

. Watroba P =0,025 P=0231 P = 0,005 P =0,345
2

2 Ner Fs1, = 0,09 Fis=0,24 F.,=69,68 For=1,12

§ P=0,912 P =0,643 P < 0,0001 P = 0,357

_‘i Serce? Fo1= 7,62 Fie=187 Fi;=241 Fo1 = 1,49

g P = 0,007 P =0,221 P =0,165 P =0,263

© Mioénie Foir = 2,48 Fie= 0,13 Fi;=536 Fo1r = 0,32

P=0,126 P =0,729 P = 0,005 P =0,729

% Interakcja pomiedzy grupg reprodukcyjng a pokoleniem byta istotna (F 13, = 5,59; P = 0,005) i

dlatego pozostata w modelu ANOVA.
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Tabela 4.5. Zaleznos$¢ pomigdzy stezeniem TBARS, markera uszkodzen lipidéw, i grup karbonylowych, markera uszkodzen biatek, a poziomem

antyoksydantow: st¢zeniem catkowitego glutationu (GSH) i aktywnoscig katalazy. Wyniki otrzymane z modelu ANCOVA ze st¢zeniem danego

antyoksydantu jako zmienng towarzyszacg. Warto$ci P dla statystycznie istotnych efektow zostaty zaznaczone pogrubiong czcionka.

Narzad Marker Antyoksy- Grupa Selekcja Pokolenie Grupa reprod.

dant Antyoksydant  reprodukcyjna x Selekcja

Watroba  TBARS GSH F1130 = 0,04 Fo12=5,29 Fi16=0,27 Fi7=7524 F,1,=0,58
P =0,838 P =0,023 P =0,625 P<0,0001 P=0,577

Katalaza  Fj 130 = 0,00 Fo12=5,17 Fi16=0,27 F17=106,3 F,31,=0,59
P =0,977 P =0,024 P =0,622 P<0,0001 P=0,569

GrUpy karbonylowe GSH F1’139 =2,89 F2’12 =5,81 Fl,G =1,99 F1,7 =6,96 F2’12 =0,95
P =0,091 P =0,017 P =0,208 P =0,034 P =0,415

Katalaza F1,139 = 0,28 F2,12 = 5,20 Fl,G = 1,69 F1,7 = 15,64 F2’12 = 1,23
P =0,599 P =0,024 P =0,241 P = 0,006 P =0,326

Nerki TBARS Katalaza  Fj 136 = 5,01 Fo10=3,77 Fi16=0,36 F17=2490 F,;,=1,79
P =0,027 P =0,054 P=0,571 P =0,002 P =0,209

Grupy karbonylowe Katalaza  Fjyi35=4,13 Fz1.,=0,45 F16=10,18 F17=63,62 F,;,=1,42
P =0,044 P =0,646 P =0,688 P<0,0001 P=0,279
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pomniejszonej i powigckszonej liczbie mtodych w kazdym z miotoéw. Rozne litery nad
stupkami pokazujg istotne statystycznie rdéznice pomigdzy samicami 0 zmniejszonych i

powigkszonych miotach.
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Ryc. 4.2 (czgs¢ 1/2). Korygowane srednie (i 95% przedziaty ufnos$ci) stezenia substancji
reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS), markera uszkodzen lipidow, w
tkankach nornic z trzech grup reprodukcyjnych. (A) watroba, (B) nerki, (C) serce, (D)
migs$nie szkieletowe. Rozne litery nad stupkami pokazuja istotne statystycznie rdznice
pomigdzy samicami z grup o réznym wysitku reprodukcyjnym (test Tukeya-Kramera po
ANOVA; P <0,05).
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Ryc. 4.3 (czes¢ 1/2). Korygowane srednie (i 95% przedziaty ufnosci) stezenia grup
karbonylowych, markera uszkodzen biatek w tkankach nornic z trzech grup
reprodukcyjnych. (A) watroba, (B) nerki, (C) serce, (D) migsnie szkieletowe. St¢zenie
grup karbonylowych w sercu (C) pokazano oddzielnie dla dwoch pokolen z uwagi na
istotng interakcj¢ migdzy pokoleniem a grupg reprodukcyjng. Inne oznaczenia jak na Ryc.
4.2.
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5. Wplyw rozmnazania na poziom stresu oksydacyjnego u dziko
Zyjacych nornic rudych z réznych kohort

5.1. Wstep, cele, hipotezy

W poprzednich rozdziatach pisatem, ze dotychczasowe badania nad wptywem
wysitku reprodukcyjnego na poziom stresu oksydacyjnego daty bardzo rozne, czgsto
sprzeczne wyniki (Alonso-Alvarez et al., 2004; Bergeron et al., 2011; Garratt et al., 2011,
Aloise King et al. 2013; Fletcher et al., 2013; Garratt et al., 2013; Costantini et al., 2014;
Xu et al. 2014). Wigkszos¢ tych badan, jak rowniez moje powyzej opisane, prowadzona
byta w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych eksperymentow. Z drugiej strony,
mozliwo$¢ badania zwierzat w ich naturalnym $rodowisku, nawet pomimo braku
mozliwo$ci kontrolowania takich czynnikow jak dieta, temperatura, czy wreszcie sam
wysitek reprodukcyjny, daje nam odpowiedzi o realnych kosztach zycia w ich
srodowisku zycia. Optymalnym rozwigzaniem jest oczywiscie potaczenie obu podejs¢ do
badan naukowych, co jest czgsto konieczne, aby wszechstronnie zbada¢ dany problem
biologiczny i co zwigksza mozliwos$¢ znalezienia odpowiedzi na postawione wczesniej
pytania. Dotychczasowe badania nad stresem oksydacyjnym i jego rola w okresie
reprodukcji w warunkach naturalnych sa nieliczne, co szczegolnie dotyczy dzikich
populacji ssakow. Znane mi sg cztery takie prace. W pierwszej z nich autorzy nie
stwierdzili wyraznych zalezno$ci pomiedzy poziomem uszkodzen oksydacyjnych a
wysitkiem reprodukcyjnym dzikich owiec rasy Soay (Nussey et al., 2009). Zaréwno w
przypadku pregowca amerykanskiego, jak i amerykanskiej wiewiorki czerwonej, badacze
zaobserwowali wzrost poziomu stresu oksydacyjnego wraz ze wzrostem wysitku
reprodukcyjnego (Bergeron et al., 2011; Fletcher et al., 2013). Wzrost poziomu stresu
oksydacyjnego zostal zaobserwowany takze U rozmnazajacych si¢ poOinocnych stoni
morskich, ktore w odrdznieniu do poprzednich trzech gatunkéw, w czasie catego okresu
reprodukcyjnego nie pobieraja pokarmu 1 polegaja wylacznie na wczeSniej
zgromadzonych zapasach tluszczu (Sharick et al., 2015).

Moje dwa poprzednie eksperymenty wykazaty, ze zwiekszony wysitek
reprodukcyjny nie powoduje wzrostu poziomu uszkodzen oksydacyjnych u nornicy rudej,
tak wiec mechanizm powstawania kosztow reprodukcyjnych (tj. obnizony sukces
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reprodukcyjny w dalszym zyciu i obnizona przezywalno$¢) jest raczej inny. Aby
ostatecznie zweryfikowaé glowna hipoteze mojej rozprawy doktorskiej, postanowitem
przeprowadzi¢ badania na wolno zyjacej populacji nornicy rudej. Oznaczylem poziom
uszkodzen oksydacyjnych lipidow 1 bialek oraz poziom obrony antyoksydacyjnej
(katalazy i calkowitego glutationu) w narzadach samic nornic rudych, odtowionych w ich
naturalnym $rodowisku przed i po okresie reprodukcji. Aby pomiary te mozna bylo
poréwnac¢ z otrzymanymi wczesniej z laboratorium, uzytem doktadnie tych samych
metod badawczych i markerow stresu oksydacyjnego, a 0znaczenia przeprowadzitem w

tych samych narzadach.

Badane samice nalezaty do dwoch pokolen, wiosennego i jesiennego. Pokolenia te
r6znig si¢ tempem wzrostu i okresem przystgpienia do reprodukcji (Schwarz et al., 1964;
Zejda, 1971). Nornice urodzone wiosng i wczesnym latem (pokolenie wiosenne, zwykle
dwie kohorty mtodych) szybko rosna, dojrzewaja i rozmnazajg si¢ jeszcze w tym samym
roku (Ryc. 5.1). Wiekszo$¢ z nich nie dozywa do kolejnego sezonu rozrodczego. Nornice
urodzone péznym latem i jesienig (pokolenie jesienne) rosng wolniej i rozmnazajg si¢ po
przezimowaniu, poczawszy 0d wczesnej wiosny. Poréwnanie dwoch pokolen nornic daje
dodatkowa okazje do przetestowania potencjalnego znaczenia stresu oksydacyjnego W
zyciu gryzoni. Mozna przewidywac, ze szybki wzrost samic pokolenia wiosennego przed
przystapieniem do rozrodu (Schwarz et al., 1964; Zejda, 1971), wigzacy si¢ nieuchronnie
ze wzrostem tempa metabolizmu, moze prowadzi¢ do stresu oksydacyjnego (Monaghan
et al. 2009; Nussey et al., 2009; Hall et al. 2010). Ponadto, nornice z pokolenia
jesiennego koncza sezon rozrodczy w wieku okoto 9 miesigcy zycia, podczas gdy
osobniki pokolenia wiosennego — gdy sa okoto dwa razy mtodsze. Stosunkowo dobrze
udokumentowana jest rola stresu oksydacyjnego w procesie starzenia — wraz z wiekiem
akumuluja si¢ w organizmie uszkodzenia oksydacyjne, ktore z czasem moga prowadzi¢
do $mierci osobnika (Fukagawa, 1999; Kirkwood i Austad, 2000; Muller et al., 2007;
Speakman i Selman, 2011; Barja, 2013). Mozna wigc przewidywaé, ze samice z
pokolenia jesiennego, starsze, beda si¢ charakteryzowa¢ wyzszym poziomem uszkodzen

oksydacyjnych.

W badaniach nad uszkodzeniami oksydacyjnymi u nornic odtawianych w ich
naturalnym S$rodowisku, testowalem cztery hipotezy, uwzgledniajace przynaleznosé
samic do pokolenia wiosennego i jesiennego:
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1. Poziom uszkodzen oksydacyjnych u samic z danego pokolenia jest wyzszy po
reprodukcji niz u samic przed reprodukcja.

2. Poziom uszkodzen oksydacyjnych u samic z pokolenia wiosennego przed
reprodukcja jest wyzszy niz u samic z generacji jesiennej przed reprodukcjg (efekt
tempa wzrostu tych pierwszych).

3. Poziom uszkodzen oksydacyjnych u samic z pokolenia jesiennego jest wyzszy u
osobnikow po reprodukcji niz u samic po reprodukcji, ale z pokolenia wiosennego
(efekt starzenia sie i starszego wieku tych pierwszych).

4. Poziom uszkodzen oksydacyjnych jest odwrotnie proporcjonalny do poziomu
obrony antyoksydacyjnej (stezenia i aktywnosci antyoksydantow) we wszystkich
badanych grupach.

5.2. Materialy i metody

5.2.3. Schemat badan

Samice nornicy rudej odlowiono W Puszczy Knyszynskiej, w poblizu
miejscowosci Czarna Biatostocka (pin.-wsch. Polska) w latach 2012 (pazdziernik) i 2013
(przetom kwietnia i maja oraz przetom czerwca i lipca). Do odlowu zostaly uzyte
drewniane putapki zywotowne typu ,,dziekanowka” sprawdzane co dwie godziny, w celu
zminimalizowania stresu spowodowanego uwi¢zieniem. Bezposrednio po odlowieniu
samice byly wazone i po wizualnym sprawdzeniu, czy nie sa w zaawansowanej ciazy,
trafiaty do terenowego laboratorium. Samce nornic, oraz przedstawiciele innych
gatunkow zostaly wypuszczone w miejscu zlowienia. W laboratorium samice zostaly
zwazone z dokladnoscig do 0,1 g, watroba, nerki, serce (po usunig¢ciu krwi) 1 migsnie
szkieletowe uda zostaly wypreparowane, zwazone z doktadnoscig do 0,001 g 1 zamrozone
w cieklym azocie. Zamrozone probki, zostaly nastgpnie przewiezione do Instytutu
Biologii i przeniesione do zamrazarki, gdzie w temperaturze —80°C czekaty na analizy
uszkodzen oksydacyjnych i1 poziomu antyoksydantow. Wszystkie odtowione samice (43
osobniki) z trzech terminow odlowdw (jesien, wiosna, lato) podzielitem na pie¢ grup
roznigcych si¢ wiekiem oraz statusem reprodukcyjnym. Doktadny opis tych grup
przedstawia Tabela 5.1 (patrz tez Ryc. 5.1.)
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Status reprodukcyjny samic (przed reprodukcja, po reprodukcji) okreslitem na
podstawie obecnosci lub braku blizn po tozyskach w macicy (Bray et al., 2003; Nyholm i
Meurling, 1979). Klasy wiekowe zostaty okre$lone w oparciu 0 pomiar dlugosci korzenia
ze¢bowego pierwszego dolnego trzonowca (Wasilewski, 1952; Tupikova et al., 1968),
przy czym masa ciata i okresu odlowu byly dodatkowa informacja. Zeby zostaty
delikatnie usuniete z zZuchwy za pomocg roztworu papainy (Searle, 1954; Pankakoski i
Hanski, 1989) i zmierzone z doktadnoscig do 0,1 mm pod binokularem z podziatka

metryczna.

Oznaczenia st¢zenia TBARS 1 grup karbonylowych wykonatem we wszystkich
zebranych tkankach: watrobie, nerkach, sercu i migéniach szkieletowych. Z uwagi na
niewielkie rozmiary narzadoéw i migs$ni, oznaczenia catkowitego glutationu wykonatem
tylko w watrobie, a aktywnoS$ci katalazy w watrobie 1 nerkach. Powtarzalno$¢ analiz

uszkodzen przekraczata, zwykle znacznie, wartos¢ 0,90.

5.2.2. Analiza statystyczna

Analizy statystyczne przeprowadzilem w programie SAS 9.3. Rdznice w
poziomie uszkodzen oksydacyjnych i w obronie antyoksydacyjnej (poziomie katalazy i
glutationu) migdzy pigcioma grupami wiekowo-reprodukcyjnymi byty testowane przy
pomocy jednoczynnikowej ANOVA. Aby sprawdzi¢ statystyczng istotnos¢ roznic
pomiedzy wyznaczonymi grupami uzylem analizy zaplanowanych kontrastow. Dla
testowania korelacji pomiedzy uszkodzeniami oksydacyjnymi lipidow 1 biatek a
poziomem obrony antyoksydacyjnej zostat obliczony wspotczynnik korelacji Pearsona.

Warto$ci $rednie podano z ich btedem standardowym (SE).

5.3. Wyniki

W obrebie pigciu grup nornic, ktore odtowitem, testowatem istotno$¢ réznic w

nastepujacych, z gory zaplanowanych poréwnaniach par:
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(1) osobniki przed reprodukcja i osobniki po reprodukcji (W-PR i W-R, J-PR i JP-R,
JP-PR i JP-R) (symbole grup podane sg w Tabeli 5.1);
(i) pokolenie wiosenne i pokolenie jesienne przed reprodukcja (W-PR i J-PR);

(iii) pokolenie wiosenne i pokolenie jesienne po reprodukcji (W-R i JP-R).

Analiza wariancji wykazata istotne statystycznie rdéznice w masie ciala samic
pomiedzy grupami (Fs33 = 33,6; P < 0,0001) (Ryc. 5.2). Samice po reprodukcji byly
ciezsze od samic przed reprodukcja, natomiast osobniki przed reprodukcja z roéznych
pokolen nie roznity si¢ statystycznie miedzy sobg (Ryc. 5.2). Wyniki modelu ANOVA
dla porownan poszczegdlnych markeréw uszkodzen oksydacyjnych i antyoksydantow w
badanych narzadach przedstawia Tabela 5.2. Ponizej natomiast podane sa wyniki

poréwnan dla par.

Samice przed reprodukcjg a samice po reprodukcji

Poziom uszkodzen oksydacyjnych lipidow w watrobie u samic z pokolenia
wiosennego byl po reprodukcji wyzszy niz u samic z tego samego pokolenia przed
reprodukcja (Ryc. 5.3 A). Podobna sytuacjg, tylko ze w poziomie uszkodzen biatek w
watrobie odnotowatem w pokoleniu jesiennym (Ryc. 5.4 A). Natomiast kKierunek zmian
w poziomie uszkodzen oksydacyjnych lipidow i biatek w nerkach, sercu, mig¢sniach
szkieletowych oraz czg¢$ciowo w watrobie mial odmienny przebieg w czasie. Samice po
okresie reprodukcji miaty istotny statystycznie nizszy poziom uszkodzen oksydacyjnych

od samic przed reprodukcja, lub si¢ od nich nie r6znity (Ryc. 5.3 1 5.4).

Poziom catkowitego glutationu w watrobie byt wyzszy u osobnikéw z pokolenia
jesiennego po reprodukcji (JP-R) w stosunku do osobnikow z tego pokolenia przed
rozmnazaniem (J-PR i JP-PR) (Ryc. 5.5). W przypadku pozostatych par, rdéznice
pomiedzy nimi nie byly istotne statystycznie. Poziom aktywnos$ci katalazy, zarbwno w
watrobie, jak 1 w nerkach, nie roznit si¢ statystycznie pomie¢dzy zadnymi parami przed

reprodukcja i po reprodukcji.

Samice przed reprodukcjg, pokolenie wiosenne a pokolenie jesienne

Samice pokolenia wiosennego przed reprodukcjg miaty istotnie nizszy poziom
uszkodzen lipidow w watrobie 1 wyzszy poziom uszkodzen biatek w migsniach

szkieletowych w stosunku do samic z pokolenia jesiennego przed reprodukcja (Ryc. 5.3
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A i 54 D). W pozostaltych narzadach i markerach stresu oksydacyjnego rdznice
pomiedzy tymi grupami byly nieistotne statystycznie (Ryc. 5.3 —5.5).

Samice po reprodukcji, pokolenie wiosenne a pokolenie jesienne

Przezimki z generacji jesiennej po reprodukcji (JP-R) miaty istotnie nizszy
poziom TBARS w watrobie i grup karbonylowych w nerkach w stosunku do samic po
reprodukcji z pokolenia wiosennego (Ryc. 53 A i 5.4 B). Poziom ich grup
karbonylowych w migs$niach szkicletowych byt jednak wyzszy (Ryc. 5.4 D). Miaty one
takze istotne, statystycznie wyzsze stezenie calkowitego glutationu w watrobie (Ryc.
5.5). W pozostatych narzadach i markerach stresu oksydacyjnego réznice pomigdzy tymi

grupami nie byly istotne statystycznie (Ryc. 5.3 — 5.5).

Uszkodzenia oksydacyjne a obrona antyoksydacyjna

W watrobie i nerkach sprawdzitem, czy poziom uszkodzen oksydacyjnych
lipidow 1 bialek zalezy od poziomu obrony antyoksydacyjnej. Istotng statystycznie
dodatnig korelacj¢ otrzymalem tylko pomigdzy stezeniem markera uszkodzen biatek i

stezeniem glutationu w watrobie. Pozostate wspotczynniki korelacji byty nieistotne

(Tabela 5.3).

5.4. Dyskusja

Samice przed reprodukcjq a samice po reprodukcji

Hipoteza dotyczaca roli stresu oksydacyjnego podczas reprodukcji glosi, ze
osobniki 0 wyzszym wysitku reprodukcyjnym, w zwiazku z podwyzszonym tempem
metabolizmu, powinny posiada¢ wyzszy poziom stresu oksydacyjnego w porownaniu do
osobnikow nie rozmnazajacych si¢ (Halliwell i Gutteridge, 1999; Metcalfe i Monaghan,
2013; Speakman i Garratt, 2014). Z kolei hipoteza dotyczaca starzenia si¢, rowniez
upatruje mechanizm tego procesu w stresie oksydacyjnym (Kirkwood i Austad, 2000;
Barja, 2013). Tak wiec, w przypadku poréwnywania osobnikow sprzed reprodukcji i po
niej, mamy do czynienia z dwoma procesami sprzyjajagcymi powstawaniu uszkodzen
oksydacyjnych w organizmie (r6znica czasowa migdzy odlowami przed i po sezonie

rozrodu wynosita powyzej 5 miesigcy). Uzyskane przeze mnie wyniki nie potwierdzaja

65



jednak tych hipotez. U nornic odtowionych w terenie, zarowno u osobnikow z generacji
wiosennej jak 1 jesiennej, reprodukcja zwykle nie wptywala na poziom stresu
oksydacyjnego, a dla sze$ciu kombinacji markerow i narzgdoéw, poziom ten byt nizszy u
osobnikéw po reprodukcji. Tylko w dwoch przypadkach (poziom uszkodzen lipidow w
watrobie w generacji wiosennej i bialek w watrobie w generacji jesiennej), 0sobniki po

reprodukcji mialy wyzszy poziom uszkodzen oksydacyjnych.

Wyniki te sa ogoélnie spojne z rezultatami moich dwoch wyzej opisanych
eksperymentow, gdzie réwniez osobniki o réznym wysitku reprodukcyjnym nie roznity
si¢ pod wzgledem uszkodzen oksydacyjnych od osobnikow nie rozmnazajacych sig, lub
poziom uszkodzen byl u nich nizszy. Moje wyniki stoja natomiast w sprzecznosci z
nielicznymi pracami dotyczacymi stresu oksydacyjnego wolno zyjacych ssakow
(Bergeron et al., 2011; Fletcher et al., 2013; Sharick et al., 2015). We wszystkich tych
badaniach osobniki rozmnazajace si¢ miaty podwyzszony poziom stresu oksydacyjnego
w stosunku do osobnikow nie rozmnazajacych sig, przy czym u wiewiorek, po wylozeniu
w miejscu ich pobytu karmy z dodatkiem antyoksydantow, poziom uszkodzen
oksydacyjnych zmniejszyt si¢ (Fletcher et al., 2013). W czg$ciowej zgodzie z moimi
wynikami sa badania nad populacja dziko zyjacych owiec rasy Soay (Nussey et al.,
2009). Rozmnazajace si¢ owce nie roznily si¢ pod katem uszkodzen oksydacyjnych
lipidéw od osobnikow przed reprodukcja. Jednak samice, ktére w poprzednim roku
urodzily 1 wychowatly dwojke mtodych, charakteryzowaly si¢ nizszym poziomem
uszkodzen lipidow w poréwnaniu z samicami z tylko jednym mlodym lub bez zadnego
potomstwa. Wszystkie oznaczenia uszkodzen oksydacyjnych w tych pracach, w
przeciwienstwie do moich badan, byly przeprowadzone w 0soczu. Jak wspomniatem w
dyskusji poprzedniego rozdziatu, badania przeprowadzone na tych samych osobnikach,
zarOwno w osoczu, jak i w narzadach wewnetrznych, dawaty odmienne wyniki (Yang et
al., 2013; Garratt et al., 2014; Xu et al., 2014). Nie jest wiadomo, ktore uszkodzenia, we
krwi, czy w narzadach, moga mie¢ wigksze znaczenie dla sukcesu reprodukcyjnego i

przezywalnosci.

Samice przed reprodukcjq: pokolenie wiosenna a pokolenie jesienne

Obie grupy samic przed reprodukcjg miaty bardzo podobng mase ciata (W-PR i J-
PR; Ryc. 5.2) oraz podobny wiek 2 — 4 miesigcy. Wedlug literatury osobniki urodzone

wiosng rosng szybciej (Schwarz et al., 1964; Zejda, 1971), migdzy innymi po to, aby jak
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najszybciej przystapi¢c do reprodukcji (Bujalska, 1983). Wyzsze tempo wzrostu
podwyzsza tempo metabolizmu, co moze powodowaé wzrost produkcji wolnych
rodnikéw (Monaghan et al., 2009). Powyzsze wyniki nie potwierdzaja tej hipotezy. W
znacznej wigkszosci przypadkéw rdznice pomiedzy generacjami nie byly istotne
statystycznie, a w przypadku uszkodzen lipidow W watrobie i biatlek w migsniach, u
szybciej rosngcych osobnikdw wiosennych, uszkodzenia te byly nawet nizsze. W
przeciwienstwie do moich wynikow, pisklgta zeberek, ktore rosty szybciej, miaty wigksza
podatnos¢ na uszkodzenia oksydacyjne w stosunku do wolniej rosngcych osobnikow
(Alonso-Alvarez et al.,, 2007). Jagnigta owiec o szybszym tempie wzrostu rowniez
charakteryzowaty si¢ wigkszymi uszkodzeniami lipidow w osoczu (Nussey et al., 2009).
By¢ moze réznice w tempie wzrostu dwoch grup nornic 1 wynikajace z nich réznice w

tempie metabolizmu nie byty na tyle duze, aby spowodowac¢ wieksze uszkodzenia.

Samice po reprodukcji: pokolenie wiosenne a pokolenie jesienne

Zgodnie z hipoteza dotyczaca roli stresu oksydacyjnego w procesie starzenia sig,
u starszych osobnikow akumuluja si¢ uszkodzenia oksydacyjne, ktore w konsekwencji
moga prowadzi¢ do $mierci osobnika (Fukagawa, 1999; Kirkwood i Austad, 2000;
Muller et al., 2007; Barja, 2013). Moje wyniki nie potwierdzaja tej hipotezy. Starsze
samice nornicy (przezimki po reprodukcji) miaty podobne lub nizsze poziomy uszkodzen
lipidow 1 bialek w stosunku do mtodszych osobnikow, ktére rozmnazaty si¢ w tym
samym roku, w ktorym si¢ urodzity. Czg¢s¢ badan z ostatnich lat wskazuje, ze zalezno$é
pomiedzy starzeniem si¢ a stresem oksydacyjnym nie zawsze jest zgodna z powyzsza
hipoteza (Speakman i Selman, 2011). W przypadku muchotowki biatoszyjej, mtodsze
samice charakteryzuja si¢ wyzszym poziomem stresu oksydacyjnego w stosunku do
starszych osobnikow, natomiast trend ten nie jest widoczny u samcéw (Marko et al.,
2011). Dwa gatunki poétnocnoamerykanskich ryjowek (Sorex palustris i Blarina
brevicauda) przejawiajg zalezny od wieku wzrost poziom enzyméw antyoksydacyjnych
w miesniach szkieletowych. Moga by¢ one odpowiedzialne za poziom wybranych
markeréw uszkodzen oksydacyjnych, ktére oprocz uszkodzen lipidéw w migsniach, byty

albo nizsze, albo niezalezne od wieku (Hindle et al., 2010).

Nornice z pokolenia jesiennego byly okoto pot roku starsze od osobnikéw z
pokolenia wiosennego. Z drugiej jednak strony byly ciezsze i najprawdopodobniej

osiagnely juz swoja maksymalng mas¢ (Zejda, 1971) i nie musialy wydatkowac
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dodatkowej energii na wzrost, w przeciwienstwie do mtodszych osobnikow wiosennych,
ktére ciggle rosty. Jest prawdopodobne, ze to wtasnie skumulowany efekt reprodukc;ji 1
tempa wzrostu mogt by¢ odpowiedzialny za wyzszy poziom stresu oksydacyjnego u

szybciej rosngcych samic z generacji wiosennej.

Stres oksydacyjny a obrona antyoksydacyjna

Tylko w jednym przypadku znalaztem statystycznie istotng zalezno$¢ pomig¢dzy obrong
antyoksydacyjng a poziomem uszkodzen oksydacyjnych, natomiast kierunek tych zmian
byt odwrotny do oczekiwanego. W watrobie, wraz ze wzrostem stezenia catkowitego
glutationu, wzrastal rowniez poziomu uszkodzen biatek (Tabela 5.3). Wedtug hipotezy
stresu oksydacyjnego, poziom uszkodzen powinien by¢ odwrotnie proporcjonalny do
poziomu antyoksydantow (Monaghan et al., 2009), gdyz uszkodzenia powstajg przy
niedostatecznej obronie antyoksydacyjnej. Taka sytuacj¢ stwierdzono w wielu pracach
(Garratt et al., 2011; Fletcher et al., 2013; Yang et al., 2013; Xu et al., 2014). Nie mozna
jednak wykluczy¢, ze nawet wzrost stezenia catkowitego glutationu nie mogl zapobiec

uszkodzeniom oksydacyjnym biatek u samic nornicy rudej.

Podsumowujac, wyniki badan, przeprowadzonych na wolno zyjacej populacji
nornicy rudej, nie potwierdzity zadnej z czterech hipotez przedstawionych na poczatku
tego rozdziatu. Nie potwierdzit si¢ wptyw tempa wzrostu 1 starzenia na stopien uszkodzen
oksydacyjnych. Co najwazniejsze, przeprowadzone analizy daja niewielkg podstawe, by
moéc przyjac hipoteze o wyzszym poziomie stresu oksydacyjnego u rozmnazajacych sie
samic. Otrzymane wyniki znacznie czg$ciej wskazuja na brak roznic w uszkodzeniach
oksydacyjnych przed i po sezonie rozrodczym, a nawet obnizenie poziomu uszkodzen po

sezonie.
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5.5. Tabele i ryciny

Tabela 5.1. Grupy wiekowo-reprodukcyjne nornicy rudej. N = liczba osobnikow.

Grupa N  Pokolenie Status . Wiek Okres odtowu
reprodukcyjny

W-PR 10 Wiosenne Przed reprodukcjg Miody, Wczesne lato
tegoroczny

W-R 6 Wiosenne Po reprodukcji Miody, Jesien
tegoroczny

J-PR 11 Jesienne Przed reprodukcjg Miody, Jesien
tegoroczny

JP-PR 10 Jesienne Przed reprodukcjg Doro;%y, Wczesna wiosha
przezimek

JP-R 6 Jesienne Po reprodukcji Dorog%y, Woczesne lato
przezimek
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Tabela 5.2. Istotno$¢ réznic w stgzeniu TBARS (markeréw uszkodzen oksydacyjnych

lipidow) i grup karbonylowych (markera uszkodzen biatek) oraz antyoksydantow

(stezeniu catkowitego glutationu 1 aktywnosci katalazy) w badanych tkankach pomiedzy

pi¢ccioma grupami wiekowo-rozrodczymi nornicy rudej. Wyniki z modelu ANOVA.

Wartosci P dla istotnych r6znic wyrdézniono pogrubiong czcionka.

Narzad F4,38 P
TBARS Watroba 6,91 0,0003
Nerki 2,36 0,070
Serce 1,34 0,274
Miesnie 1,50 0,222
Grupy karbonylowe  Watroba 4,87 0,003
Nerki 3,21 0,023
Serce 3,67 0,013
Miesnie 3,96 0,009
Glutation Watroba 6,12 0,0007
Katalaza Watroba 2,60 0,051
Nerki 0,91 0,437
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Tabela 5.3. Analiza korelacji (wspotczynnik korelacji Pearsona r i jego istotnosé

statystyczna) pomiedzy obrong antyoksydacyjnag (stezeniem catkowitego glutationu i

aktywno$cig katalazy) a markerami uszkodzen oksydacyjnych w watrobie i nerkach

nornic rudych. Wartosci P dla istotnych korelacji wyr6zniono pogrubiong czcionka.

TBARS Grupy karbonylowe

Narzad r P r P
Glutation Watroba 0,115 0,462 0,332 0,029
Katalaza Watroba -0,197 0,206 -0,070 0,657
Nerki -0,279 0,070 -0,088 0,575
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Ryc. 5.1. Struktura wieckowa populacji nornicy rudej w ciggu sezonu reprodukcyjnego. JP
— przezimki, sktadajace si¢ gldwnie z osobnikow z pokolenia jesiennego poprzedniego
roku; W — pokolenie wiosenne, sktadajace si¢ z kohort K1 i K2, osobniki te rozmnazaja
si¢ tego samego roku, w ktoérym si¢ urodzity; J — pokolenie jesienne, sktadajace si¢ z
kohort K3 i K4, osobniki bedace potomstwem zaréwno przezimkow, jak i pokolenia
wiosennego, rozmnazaja si¢ w kolejnym roku po przezimowaniu (Gliwicz, 1983; ze

zmianami).
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Ryc. 5.2. Srednie masy ciata (g, + SE) samic nornicy rudej pochodzacych z réznych grup
wiekowo-reprodukcyjnych. W-PR — pokolenie wiosenne, przed reprodukcja; W-R —
pokolenie wiosenne, po reprodukcji; J-PR — pokolenie jesienne, przed reprodukcja; JP-
PR — przezimki z pokolenia jesiennego, przed reprodukcja; JP-R — przezimki z pokolenia
jesiennego, po reprodukcji. Dwoma kolorami stupkow zréznicowano pokolenie wiosenne
I jesienne. Doktadniejsze informacje o grupach — w Tabeli 5.1. Gwiazdki nad liniami
oznaczaja poziom istotnosci statystycznej dla rdéznic pomiedzy danymi grupami,
otrzymanej z analizy niezaleznych kontrastow w ANOVA: ns — brak istotnosci
statystycznej; * - P <0,05; **-P <0,01; ***—-P <0,001.
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Ryc. 5.3 (cze$¢ 1/2). Srednie stezenie (+ SE) substancji reagujacych z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS, marker uszkodzen lipidow) w watrobie (A), nerkach (B),
sercu (C) oraz migéniach szkieletowych (D) nornicy rudej w poszczegdlnych grupach

wiekowo-rozrodczych. Pozostale objasnienia — patrz Ryc. 5.2.
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Ryc. 5.3 (cz¢s¢ 2/2).
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Ryc. 5.4 (cze$é 1/2). Srednie stezenie (+ SE) grup karbonylowych (marker uszkodzen
biatek) w watrobie (A), nerkach (B), sercu (C) oraz mig¢$niach szkieletowych (D) nornic
rudych w poszczeg6lnych grupach wiekowo-rozrodczych. Pozostate oznaczenia — patrz
Ryc.5.2.
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Ryc. 5.5. Srednie stezenie (+ SE) catkowitego glutationu (GSH) w watrobie nornic

rudych w poszczegolnych grupach wiekowo-rozrodczych. Pozostate oznaczenia — patrz
Ryc. 5.2.
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6. Podsumowanie

Literatura z zakresu ekologii ewolucyjnej obfituje w przyktady kompromisow
(trade-offs) w podziale energii i zasobow pomiedzy biezgce naklady rodzicielskie a
przyszta reprodukcje. Inwestowanie w aktualne potomstwo powoduje obnizenie sukcesu
reprodukcyjnego w przysztoSci i obniza przezywalno$¢ rodzicow. Natomiast

bezposredni, fizjologiczny mechanizm tych kosztow nie jest dotad wyjasniony.

Celem pracy byto przetestowanie hipotezy, ze stres oksydacyjny, a konkretnie
uszkodzenia oksydacyjne spowodowane przez wzrost tempa metabolizmu w okresie
rozrodu sg tym poszukiwanym mechanizmem. Obiektem badan byta nornica ruda.
Przeprowadzitem dwa eksperymenty, w ktérych dla zwigkszenia zrdéznicowania
wydatkéw energetycznych, uzylem nornic selekcjonowanych na wysokie tempo
metabolizmu i zwierzat kontrolnych. W eksperymentach tych réznicowatem naktady
rodzicielskie, kontrolujac liczb¢ miotow oraz manipulowalem wielko$cia miotdw,
maksymalizujac wydatki u cz¢sci nornic. Pomiary uszkodzen oksydacyjnych lipidow i
biatek przeprowadzitem u zwierzat w eksperymentach oraz u nornic chwytanych w ich
naturalnym $rodowisku, przed i po okresie rozrodu. Podsumowujac otrzymane wyniki

nalezy stwierdzi¢, ze:

1. Poziom uszkodzen oksydacyjnych u nornic, ktéore w eksperymentach
wychowywaty jeden lub dwa mioty, albo nie réznit si¢ od samic nie rozmnazajacych sie,
albo byt nizszy. Takie same wyniki uzyskatem w eksperymencie, w ktorym czg$¢ samic
wychowywata powigkszone mioty, a cz¢$¢ pomniejszone — przez cztery kolejne cigze i

laktacje. Samice, ktore si¢ rozmnazaly, mialy takie same lub mniejsze uszkodzenia

tkanek niz samice nie rozmnazajace si¢. [Bylo to drugie stwierdzenie obnizenia
uszkodzen w czasie reprodukcji u dzikiego gatunku zwierzecia; pierwsze (Garratt et al.,

2011) zostato opublikowane w trakcie opracowywania wynikow niniejszych badan].

2. Samice, ktore wychowaly jeden miot, nie réznity si¢ uszkodzeniami od samic,
ktore wychowaly dwa mioty. Podobnie w drugim eksperymencie, samice o czterech
kolejnych powiekszonych miotach nie réznity si¢ pod wzglgdem uszkodzen od samic z
miotami zredukowanymi. Brak tez bylo istotnej korelacji miedzy liczbg wychowanych

mtodych lub ich catkowitg masg a stopniem uszkodzen oksydacyjnych.
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3. Samice z linii selekcjonowanych na wysokie maksymalne tempo metabolizmu
nie roéznity si¢ stopniem uszkodzen od samic z linii nie selekcjonowanych (kontrolnych)

w zadnym z dwodch eksperymentdéw laboratoryjnych.

4. W badaniach nad aktywnoscig katalazy i1 st¢zeniem catkowitego glutationu w
watrobie i nerkach u eksperymentalnych samic, jedynie w nerkach stwierdzitem istotng

ujemng zalezno$¢ migdzy uszkodzeniami lipidow i bialek a aktywnoscig katalazy.

5. U nornic pochodzacych bezposrednio z terenu, odtawianych przed i po okresie
rozrodu, obraz uszkodzen oksydacyjnych byt mniej jednoznaczny, lecz w zdecydowanej
wigkszo$ci kombinacji markeréw i narzadéw, poziom po rozrodzie nie rdznit si¢ lub byt
nizszy niz przed nim. Porownujac samice z dwoch pokolen, wiosennego i jesiennego, nie

znalaztem zaleznosci migdzy uszkodzeniami a tempem wzrostu i wiekiem (starzeniem

sig).

Powyzsze wyniki nie potwierdzaja hipotezy, ze stres oksydacyjny jest
fizjologicznym mechanizmem lezacym u podstaw kompromisow mi¢dzy obecnymi a
przyszlymi inwestycjami w potomstwo. Wniosek ten jest tym silniejszy, ze w drugim
eksperymencie natozono na samice najwyzsze obcigzenie zwigzane z wykarmieniem
mtodych sposréd wszystkich dotychczasowych prac zajmujacych si¢ stresem
oksydacyjnym u ssakoéw. Ponadto, w niektorych kombinacjach markeréw 1 narzadow,
wyniki byty przeciwne do przewidywan — uszkodzenia byly mniejsze u samic
rozmnazajacych si¢ niz u nie rozmnazajacych. Wyniki przedstawione w punktach 1 i 2
wskazujg na to, ze sam fakt cigzy czy laktacji moze obnizy¢ poziom uszkodzen, co
poparte jest brakiem zaleznosci miedzy wielkoscig nakladow rodzicielskich a
uszkodzeniami. Wskazuje to wyraznie na istotng role antyoksydacyjng hormondéw
ptciowych. Uzyskane wyniki dostarczaja tez pewnego wsparcia hipotezie, ze za obrone
przed stresem oksydacyjnym w czasie rozrodu odpowiadaja antyoksydanty (punkt 4),
cho¢ trudno jest wytlumaczy¢ wprost proporcjonalng zalezno$¢ migdzy stezeniem
glutationu a uszkodzeniami biatek u dziko zyjacych nornic. Podsumowujac, niniejsza
praca dostarcza silnych argumentéow przeciwko stresowi oksydacyjnemu jako

mechanizmowi jednego z najbardziej podstawowych kompromisoéw historii zycia.
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