STRESZCZENIE

Pozaustrojowe dojrzewanie oocytéw (IVM) jest jedna z technik wspomaganego rozrodu
(ART), do ktérych, w dalszej kolejnosci zalicza sig zaplodnienie in vitro (IVF) i hodowle
zarodkow in vitro. W trakcie procedury IVM wykorzystuje si¢ pozyskiwane od pacjentek
niedojrzale oocyty, ktore nastgpnic hoduje sic w odpowiednio dobranych pozywkach
dojrzewajacych. Kluczowym warunkiem osiggnigcia sukcesu podczas stosowania ART,
rozumianego jako uzyskanie prawidfowo rozwijajacego si¢ zarodka z zaptodnionego oocytu.
jest otrzymanie najwyzszej jakodci oocytow z procedury VM. Wysoka jakos¢ oocytu
warunkuje nabycie przez niego jednoczesnej dojrzatosei cytoplazmatycznej (akumulacja
potrzebnych mRNA, biatek, reorganizacja rozmieszczenia organelli komdrkowych) oraz
dojrzatosci jadrowej (wznowienie mejozy. pojawienie sie ciatka kierunkowego). Aby to
osiggngé, coraz cz¢seiej wykorzystuje sie model hodowli przestrzennej/trojwymiarowej (3D).
kiory zapewnia optymalne warunki do wzrostu i rozwoju. czy to oocytow czy tez catych
kompleksoéw oocyt-komorki wzgorka (COCs). Komérki wzgorka zapewniaja oocytom m.in.
dostep do substratow energetycznych niezbednych podezas dojrzewania, a takze ochrong przed
reaktywnymi formami tlenu. Nie jest zatem zaskakujace, ze coraz wiecej badan jest
podejmowanych celem stworzenia optymalnego systemu IVM, ktory umozliwitby zachowanie
architektury przestrzennej COCs nawet podczas dhugotrwatej procedury dojrzewania
pozaustrojowego. W prezentowanej pracy doktorskiej podjeto si¢ opracowania metody hodowli
3D calych COCs $wini izolowanych ze $rednich pecherzykow antralnych niedojrzatych
plciowo zwierzat. Celem poréwnania, zaadaptowano i zmodyfikowano dwa modele hodowli
3D. W pierwszym z nich wykorzystano super-hydrofobowe mikrobioreaktory z fluorowanego
etylenu i propylenu (FEP), okreslane jako Liquid Marbles (LM), w ktorych COCs byty
zawieszone w kropli pozywki dojrzewajacej otoczonej przez mikroczastki FEP. W drugim
modelu hodowli przestrzennej wykorzystano hydrozelowe kapsuly fibrynowo-alginianowe
(FA).

Obecne w $rodowisku zanieczyszezenia przemystowe, pestycydy i fungicydy, coraz
czestsze stosowanie sterydow anabolicznych czy Iekow hormonalnej terapii zastepcze]
powoduje, ze grupa zwiazkéw, ktora wzbudza najwieksze zainteresowanic badaczy sg
srodowiskowe zwiazki o aktywnosei endokrynnej (EACs). EACs zaklocaja funkcjonowanie
gruczotéw dokrewnych i gospodarke hormonalna organizmow wywierajac swoj efekt

biologiczny np. poprzez wiazanie si¢ z receptorami endogennych hormon6w. Nie bez znaczenia



jest rowniez fakt wysokiej bioakumulacji tych zwigzkow w tkankach roélin i zwierzat, co w
sposob posredni. poprzez ich konsumpejg, moze oddziatywaé na organizmy ludzi obojga plei.
W zwigzku z tym. w niniejszej pracy doktorskiej podjgto sig sprawdzenia, czy i w jaki sposob
wybrane EACs: fungicyd — winklozolina (Vnz), steryd anaboliczny — nandrolon (Ndn), oraz
immunosupresant - cyklosporyna A (CsA) wplywajg na kompetencje rozZwojowe 00Ccytow
$wini oraz zywotnos¢ komorek wzgorka.

Aby oceni¢, czy wybrane modele hodowli dojrzewajacej (LM i FA) zapewniajg optymalne
warunki dla wzrostu i rozwoju oocytéw wykonano pomiary ich Srednicy w trakcie i po
zakonczeniu hodowli dojrzewajgcej, przeanalizowano ultrastrukturg COCs po zakonczeniu
procedury IVM, a takze zastosowano barwienie immunofluorescencyjne celem oceny
zywotnosci komorek wzgorka. Aby zbada¢ czy wybrane EACs indukujg $mier¢ komdrkowg w
dojrzewanych in vitro COCs wykorzystano: metodg TUNEL w celu identyfikacji komorek
apoptotycznych; mikromacierze biatkowe w celu ilosciowe] analizy ckspresji biatek
zaangazowanych w regulacj¢ i przebicg procesu apoptozy. W celu okreslenia wpltywu EACs
na metabolizm energetyczny COCs wykonano w nich przyzyciowy pomiar oddychania
mitochondrialnego w czasie rzeczywistym, przeprowadzono morfologiczng i ultrastrukturalna
analize kropli lipidowych, a takze analiz¢ ekspresji wybranych genow zaangazowanych w
proces lipolizy. Dodatkowo przeprowadzono analize ekspresji  kluczowych genow,
zaangazowanych w neutralizowanie reaktywnych form tlenu. Ostatnim zadaniem badawczym
byta ocena stopnia dojrzalodci oocytéw w oparciu o analize ekspresji gendw dla czynnika
promujacego dojrzewanie oraz analiz¢ poziomu cAMP.

Podsumowujac otrzymane wyniki mozna stwierdzi¢, ze obydwa modele hodowli
dojrzewajacej 3D kompleksow oocyt-komérki wzgorka swini zapewniajg optymalne warunki
do wzrostu oocytéw. Utrzymujg réwniez organizacjg przestrzenng COCs poprzez zapobieganie
ich splaszczaniu, a w konsekwencji rozrywaniu polaczen szezelinowych. Dzigki temu zostaje
zachowana funkcjonalna relacja migdzy oocytem, a otaczajacymi go komorkami wzgorka.
Zatem obydwa modele moga by¢ cennym narzgdziem do badan podstawowych w biologii
rozrodu. Moga mieé takze znaczenie kliniczne, prowadzge do poprawy leczenia nieplodnoscei.
W zwiazku z obecnodcig cialek kierunkowych w oocytach poddanych procedurze IVM z
wykorzystaniem kapsut FA nalezy stwierdzi¢, ze model ten w petni umozliwia synchronizacj¢
dojrzewania jadrowego i cytoplazmatycznego co jest kluczowe dla osiagnigcia pelnego
potencjalu rozwojowego oocytow. Dlatego tez tylko hydrozelowe kapsuty FA zostaly
wykorzystane w kolejnym etapie badan. w ktorym analizowano wplyw Vnz, Ndn oraz CsA na

metabolizm COCs.



Przeprowadzona analiza $mierci komorkowej wykazala, ze kazdy z zastosowanych
EACs powoduje $mieré komorek wzgorka, chociaz jest ona regulowana przez inne szlaki. I tak,
Vnz aktywuje szlak p53 - FOXO3 — kaspaza 3, Ndn aktywuje szlak TNF-f3 — kaspaza 3, a CsA:
cytochrom ¢ — kaspaza 3. Dodatkowo, CsA indukuje proces autofagii o czym swiadczy
zwiekszony poziom mRNA dla LC3 i obecnoéé licznych autofagosomow w cytoplazmie
oocytow. Co ciekawe, w COCs hodowanych w obecnodei Ndn zaobserwowano zwiekszong
ckspresje bialek zwigzanych z transformacja nowotworowg (HSP27 i TNF-p). Analiza
aktywnosci mitochondrialnej pokazata, ze Ndn i CsA obnizaja syntez¢ ATP, natomiast COCs
hodowane 7z dodatkiem Vnz wykazywatly zwiekszong produkcje ATP. Co wigcej, rowniez w
tej grupie zaobserwowano zwigkszony poziom ROS. Wyniki otrzymane z analizy stopnia
dojrzatoéci cytoplazmatycznej i jadrowej pokazaty, ze Ndn hamuje proces dojrzewania
cytoplazmatycznego o czym $wiadezy akumulacja kropli lipidowych oraz zwickszony poziom
mRNA dla perylipiny 2 (markera kropli lipidowych). a takze jadrowego — tu obserwowano
wzrost akumulacji cAMP. Z kolei Vnz przyspiesza dojrzewanie oocytu czego dowodzi
podwyzszony poziom mRNA dla cykliny B.

Podsumowujgc uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze wszystkie trzy stosowane
zwiazki maja negatywny wplyw na jakos¢ dojrzewanych oocytow, poniewaz aktywujg procesy
émierci komorkowej w komérkach wzgorka. Co wigeej, zarowno Vnz jak Ndn zaklocajg
prawidlowy przebieg dojrzewania jadrowego oocytow: Vnz powoduje ich przedwczesne
dojrzewanie, podczas gdy Ndn proces dojrzewania oocytow hamuje. Cho¢ nie wykazano
jednoznacznie negatywnego wplywu CsA na proces dojrzewania ooCcytow, o w oparciu o
otrzymane wyniki mozna stwierdzi¢, ze jej dlugie stosowaniec moze zaburza¢ metabolizm
oocytéw, w konsckwencji powodujge obnizenie ich jakosci. W $wictle przeprowadzonych
badan, coraz czestsze problemy 7 zajéciem i utrzymaniem cigzy, niskie wskazniki sukcesu w
procedurach IVM oraz IVF, moga wynika¢ z nadmiernego stosowania pestycydow w
rolnictwie, niekontrolowanego zazywania sterydéw anabolicznych. a takze moga by¢ niejako

skutkiem ubocznym terapii réznymi farmaceutykami.
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