Streszczenie

Niniejsza rozprawa doktorska podejmuje temat wplywu na mysie oocytu stresu
genotoksycznego indukowanego z wykorzystaniem dwoch czynnikéw wodoronadtlenku
tert-butylu — t-BHP i etopozydu. Wykazano, ze obydwa uzyte stresory obnizaty wydajnos¢
dojrzewania mejotycznego poprzez blokowanie oocytoéw w stadium profazy I lub metafazy
I. Zastosowanie specyficznych inhibitoréw wykazato, ze zablokowanie dojrzewania byto
skutkiem aktywacji punktéw kontrolnych mejotycznego cyklu komérkowego.

Barwienie immunofluorescencyjne markera (yH2A.X) wykazalo, ze obydwa
stresory wywotywaty uszkodzenia genomu jadrowego. Obserwowano takze anomalie
aparatu podziatowego (zaburzenia morfologii wrzeciona oraz nieprawidtowosci utozenia
chromosomoéw), jak i szereg efektow dotyczacych statusu mitochondriéw (indukowane
stresem zmiany masy mitochondriéw, potencjatu blonowego mitochondriéw, liczby kopii
mtDNA, uszkodzen mtDNA, poziomu ATP i poziomu reaktywnych form tlenu).

Poniewaz wykazano, ze obydwa stresory wywotuja uszkodzenia zarowno genomu
jadrowego, jak i mitochondrialnego postanowitem zbada¢, jaki jest udziat kazdego z tych
genoméw w odpowiedzi oocytu na stres. Poprzez zastosowanie transferu jader profazowych
miedzy oocytami poddanymi dziataniu stresu i oocytami nienaruszonymi uzyskano
zrekonstruowane oocyty ztozone z uszkodzonego jadra oraz nietknietej cytoplazmy i vice
versa. Wykorzystanie takiego modelu pozwolito po raz pierwszy przeprowadzi¢ zbadanie
izolowanego wplywu samych uszkodzen mtDNA lub samych uszkodzen jagdrowego DNA
na komoérke. Doswiadczenia te wykazaly, ze zahamowanie dojrzewania mejotycznego
oocytow w odpowiedzi na indukowany stres jest sumg reakcji mejotycznych punktow
kontrolnych na uszkodzenia jadrowego i mitochondrialnego genomu, co szczegoélnie
uwidocznilo sie w oocytach poddawanych dziataniu t-BHP.

Analiza immunofluorescencyjna wykorzystujaca marker uszkodzen yH2A.X
wykazata, ze wprowadzone uszkodzenia jadrowego DNA ulegajg z czasem stopniowym
naprawom. W przypadku genomu mitochondrialnego opracowana w rozprawie metodyka
stuzaca ocenie uszkodzen mtDNA, nie data mozliwosci ustalenia, czy réwniez z czasem
dochodzito do bezposrednich napraw genomu mitochondrialnego. Wyniki badan wykazaty
natomiast jednoznacznie (analizy z wykorzystaniem Mitotracker Green oraz dwdch
niezaleznych metod opartych o techniki PCR), ze w odpowiedzi na stres oocyty indukowaty
replikacje mitochondrialnego genomu. Proces ten byl niezalezny od transkrypcji genow
jadrowych, a do§wiadczenia przeprowadzone z wykorzystaniem cykloheksymidu sugeruja,
ze nie wymaga takze translacji. Indukowanie replikacji mtDNA w odpowiedzi na stres nie
bylo wczesniej opisywane w oocytach. Bez wzgledu na to, czy rownoczednie zachodzg
bezposrednie naprawy mtDNA, sama indukcja replikacji genomu mitochondrialnego
doprowadza z czasem do obnizenia si¢ proporcji uszkodzonego mtDNA w oocycie. Jest to
mechanizm niedostepny dla genomu jadrowego i mogtby by¢ gtéwnym (lub dodatkowym
w przypadku wystepowania rownolegle bezposrednich napraw) sposobem przywracania
jakos$ci mitochondrialnego DNA.
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