STRESZCZENIE

Przewazajaca wigkszos$¢ aneuploidii ptodowych u ssakéw powodowana jest bledng
segregacja chromosoméw podczas mejozy zefiskiej, ktéra moze nastapic w wyniku
uposledzenia funkcji punktu kontrolnego wrzeciona (SAC), mechanizmu blokujacego anafaz¢
w przypadku wystapienia anomalii wrzeciona. Oocyty ssakdéw sa szczegdlnie podatne na
bledy segregacji chromosomoéw, co zrodzilo sugestie, ze w duzych komoérkach takich jak
oocyty sygnal generowany przez SAC moze ulegal znacznemu ,rozcienczeniu” w duzej
objetosci cytoplazmy, powodujac obnizenie efektywnosci dziatania tego mechanizmu. W
niniejszej pracy zbadano wplyw zmian objetosci cytoplazmy na efektywnos$é dziatania punktu
kontrolnego wrzeciona podziatowego w oocytach mysich. W tym celu stworzono model
badania regulacji efektywnosdci SAC, w ktérym zmniejszano lub zwigkszano objetos$¢ oocytu
poprzez usunigcie lub dodanie ilosci cytoplazmy odpowiadajacej potowie normalnej objetosci
oocytu, a nastepnie takie oocyty hodowano w progowej dawce nokodazolu, farmaceutyku
uszkadzajacego wrzeciono. Wykazano, ze cksperymentalne zmniejszenie objetosci
cytoplazmy w oocytach profazowych w znaczacym stopniu wplywa na zwigkszenie
skutecznosci dziatania SAC, poniewaz odsetek oocytdw, ktore nie ulegly zablokowaniu w
metafazie 1 za posrednictwem SAC i przeszly pierwszy podzial mejotyczny wyraznie si¢
obnizyl w poréwnaniu z oocytami normalnej wielkosci (odpowiednio 4% i 36%). Wyniki te
zyskaly potwierdzenie w kolejnych doéwiadcezeniach, w ktdrych w obecnosci progowej dawki
nokodazolu odsetek oocytow przechodzacych przez pierwszy podzial mejotyczny wzrdst z
20% w oocytach o normalnej wielkoéci do 54% w oocytach o powigkszonej objgtosci
cytoplazmy, co wyraznie wskazuje, ze zwigkszenie objetosci oocytu w znaczacy sposob
wplywa na ostabienie efektywnosci dzialania SAC. W przeciwienstwie do oocytéw
profazowych, redukcja cytoplazmy w oocytach, ktére weszty w fazg M nie wpltywa na
wzmocnienie skuteczno$ei dziatania SAC, co sugeruje, ze w regulacj¢ jego aktywnosci moga
by¢ zaangazowanie niektore czynniki zlokalizowane w jadrze profazowym, ktoére po

rozpadzie otoczki jadrowej ulegaja rozproszeniu w cytoplazmie.

Znaczacy odsetek oocytdw myszy ze szezepu LT/Sv zastaje przedwezesnie
zablokowany w stadium metafazy pierwszego podzialu mejotycznego (metafaza I), czego
przyczyng jest przedtuzona aktywnos$¢ SAC. Stad oocyty tego szczepu myszy stanowia
doskonaty model badawczy, ktéry moze przyczynic si¢ do poznania mechanizméw dziatania

SAC w przebiegu mejozy zenskiej. W niniejszej pracy podjeto probe ustalenia przyczyn dla
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ktorych SAC w oocytach LT/Sv nie podlega terminowemu wyltgczeniu. Poniewaz aktywacja
SAC najczesciej zwiazana jest z anomaliami wrzeciona podziatowego, w pierwszej kolejnosci
wykonano analizy morfometryczne wrzeciona podziatowego, ktore nie wykazaly
wystepowania widocznych defektéw w budowie wrzeciona, manifestujacych si¢ zmianami
rozmiardw wrzeciona czy tez jego morfologii. Analiza statusu chromatyny oraz wielkosci
oocytdéw LT/Sv wykluczyla przypuszczenie, ze zaburzony przebieg mejozy w oocytach

LT/Sv powodowany jest obnizonymi kompetencjami mejotycznymi.

Wiadomo, ze oocyty LT/Sv zablokowane w MI przy dos$wiadczalnie wylaczonym
CSF stopniowo wychodzg z bloku metafazowego poczawszy od okoto 17 godziny od
rozpoczgcia dojrzewania. Zatozytam, ze jedna z mozliwych przyczyn tego zjawiska mogloby
by¢ wystepowanie opisywanego w komorkach mitotycznych zjawiska ,,checkpoint slippage™
polegajacego na stopniowym ostabianiu SAC w warunkach wymuszajgcych jego dlugg
aktywnosé. Dla zbadania tego zagadnienia opracowalam model powielajacy fenotyp LT/Sv
w oocytach myszy linii outbred. W modelu tym oocyty myszy outbred hodowano w dawce
nokodazolu powodujacej zablokowanie dojrzewania mejotycznego w metafazie I u okoto
60% oocytow, podobnie jak w szczepie LT/Sv. W oocytach outbred hodowanych w tych
warunkach farmakologiczne wylgczenie CSF powodowalo stopniowe wychodzenie z bloku
metafazowego. Wyniki te pozwolily po raz pierwszy wykazac, ze ,.checkpoint slippage”,
zjawisko opisywane jak dotad tylko w komérkach mitotycznych, zachodzi prawdopodobnie

takze podczas mejozy oocytow.

Analiza dynamiki wyrzucania pierwszego ciatka kierunkowego wykazata, ze oocyty
starszych samic LT/Sv koficza pierwszy podziat mejotyczny znacznie wezesniej niz oocyty
miodszych samic. Tendencje do wezesniejszego wyrzucania ciatka kierunkowego w oocytach
starszych samic zaobserwowalam takze u myszy typu dzikiego. Dane te sugerujg, ze u myszy
wraz z wiekiem dochodzi do stopniowego oslabiania efektywnosci punktu kontrolnego

wrzeciona.

Zaprezentowane w niniejszej rozprawie wyniki stanowia mocne wsparcie dla pogladu,

ze ostabienie efektywnosci dzialania SAC w oocytach ssakow jest istotnym czynnikiem
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wysokiego ryzyka aneuploidii plodowych.



