1. Streszczenie

Apoptoza to fizjologiczna, samobdjcza $mier¢ komoérki. Jest ona zaprogramowana
genetycznie (,,wewnatrzkomorkowy program $mierci”). Wymaga naktadu energetycznego
komoérki 1 jest aktywnie regulowana przez indukcje odpowiednich genow, kodujacych
specyficzne biatka. Apoptoza jest konserwatywnym, wieloetapowym procesem, regulowanym
zarOwno przez czynniki wewnatrz-, jak i1 zewnatrzkomorkowe. W procesie apoptozy dochodzi
do kondensacji chromatyny i jej agregacji przy blonie jadrowej, obkurczania cytoplazmy oraz
do fragmentacji jadra. Procesy te najczgsciej sg poprzedzone rozkladem DNA na odcinki
odpowiadajace dlugosci nukleosomu (ok. 180-200 pz). Koncowym etapem apoptozy jest
fragmentacja cytoplazmy i rozdzial nienaruszonych organelli komorkowych do struktur
zwanych ciatkami apoptotycznymi. Zaklada si¢, ze kazda komorka posiada potencjalng
zdolnos¢ do wejscia na Sciezke apoptozy. O tym, czy tak si¢ stanie, decyduje
wewnatrzkomérkowa proporcja miedzy czynnikami pro- (Bax, Bad, Bcl Xs, Bak)
i antyapoptotycznymi (Bcl-2, Bcl-X, Bcl-w, Mcl-1). Pobudzane sg one na drodze receptorowej
i mitochondrialnej. Czynniki te nastepnic aktywujg enzymy efektorowe (kaspazy, nukleazy),

co skutkuje degeneracja komorki.

Apoptoza jest procesem wystepujacym zarowno w zdrowym organizmie, gdzie pozwala
na utrzymanie homeostazy miedzy komérkami proliferujgcymi a umierajgcymi, jak i w stanach
patologicznych, zapewniajgc sprawne usuwanie zmienionych chorobowo komoérek. Apoptoza
jest zjawiskiem powszechnie wystepujacym rowniez w  oocytach izarodkach
przedimplantacyjnych réznych gatunkow ssakow. W mysich owulowanych oocytach
zaobserwowano programowang $mier¢ komorki dopiero po ich dlugotrwatej hodowli.
Natomiast w zarodku przez pierwsze sze$¢ cykli podzialdow komoérkowych nie jest ona
obserwowana. Zjawisko apoptozy pojawia si¢ dopiero w trakcie formowania blastocysty.
Mozna przypuszczaé, ze brak apoptozy Ww najwczes$niejszych etapach rozwoju

przedimplantacynjego shuzy ochronie (nielicznych na tym etapie rozwoju) komorek zarodka.

Jak dotad nie prowadzono badan wyjasniajacych, dlaczego apoptoza nie wystepuje
W najwczesniejszych etapach rozwoju przedimplantacyjnego ssakow. Celem niniejszego
doktoratu jest poznanie mechanizmow kontroli apoptozy w oocytach i poszczegdInych etapach

rozwoju przedimplantacyjnego zarodka myszy.



Prowadzone badania skladaty si¢ z dwdch etapow. W czesci I okreslony zostat wptyw
zmiany organizacji struktury zarodka (np. agregacja 2 zarodkoéw 2-komorkowych, biopsja
jednego blastomeru z zarodka 2-komoérkowego) na apoptoze, W czesci I okreslony zostat profil
ekspresji wybranych gendéw zwigzanych z apoptozg w odpowiedzi na 24 godz. inkubacje z
czynnikami proapoptotycznymi (staurosporyna lub TNFa) w r6znych stadiach rozwoju zarodka

przedimplantacyjnego myszy.

W wynikach czesci I wykazano, ze przeprowadzone manipulacje majg wptyw zardéwno
na czestotliwos$é, jak i na liczbe apoptoz w przedimplantacyjnym zarodku myszy. W zadnej z
grup doswiadczalnych, podobnie jak i w grupie kontrolnej, nie zaobserwowano apoptozy przed
zaj$ciem procesu kawitacji. Wielu autorow rowniez donosi, ze apoptoza u myszy zachodzi
naturalnie dopiero na etapie blastocysty. Co ciekawe, najwickszy odsetek wczesnych jak i
p6znych blastocyst z co najmniej 1 apoptotyczng komorka wystepowat w grupie kontrolnej, co
sugeruje, ze zjawisko to moze by¢ niezbedne do dalszego prawidlowego rozwoju zarodka Moze

ona by¢ zalezna od czasu od zaptodnienia lub uformowania blastocysty per se.

Zaobserwowatem korelacje pomigdzy stadium rozZwoju zarodka,
a prawdopodobienstwem wystgpienia apoptozy (apoptoza wystepowata od stadium
blastocysty), w jakim znajdowat si¢ zarodek oraz linia komorkowa (trofektoderma — TE lub
wezel zarodkowy — ICM). Mniejszy wpltyw miaty procedury do$wiadczalne, ktore obnizaty

liczbe oraz czesto$¢ wystgpowania komorek apoptotycznych w poréwnaniu do kontroli.

Wszystkie przeprowadzone przeze mnie procedury manipulacyjne miaty wpltyw

zarowno Nna catkowitg liczb¢ komorek (jak i poszczegolnie w TE i ICM) oraz stosunek ICM:TE.

W wynikach czesci IT wykazatem, ze oocyty ulegajg apoptozie pod wptywem czynnikow
proapoptotycznych. W zarodkach przedimplantacyjnych zjawisko programowanej $mierci
komorki zaobserwowano dopiero na etapie blastocysty. Musi wigc istnie¢ mechanizm
chronigcy komorki wcezesnego zarodka przedimplantacyjnego myszy. W niniejszej pracy
zaproponowatem 2 mechanizmy mogace regulowac¢ apoptoze w pierwszych dniach rozwoju

nowego osobnika. W obu przypadkach kluczowym genem jest sirtuina 1 (SIRT1).

Ekspresja genéw proapoptotycznych (Bax, Casp3, p53) w czasie rozwoju
przedimplantacyjnego nie byla najwyzsza w tych grupach w ktérych obserwowana byla
apoptoza. Natomiast jesli chodzi o wplyw czynnika apoptotycznego w danym stadium
wszedzie obserwowana byla tendencja do wzrostu ich ekspresji. Jest to wynik bardzo

interesujacy. Mozliwe jest iz mimo wysokiej ekspresji tych genow we wezesnym zarodku



przedimplantacyjnym apoptoze blokuje wysoki poziom SIRT1. Dopiero gdy ekspresja SIRT1

osiggnie odpowiednio niski poziom program $mierci komorkowej moze zosta¢ aktywowany.

Wszystkie moje badania skupiaty si¢ jedynie na ekspresji gendw na poziomie
transkryptu. Aby potwierdzi¢ kluczowa role SIRT1 w regulacji apoptozy
w przedimplantacyjnym rozwoju myszy wymagane sa dalsze badania okreslajace poziom

kodowanych przez te geny bialek, interakcje migdzy nimi oraz badania funkcjonalne.



