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Autofagia jest niezb¢dnym do przetrwania mechanizmem komoérkowym, aktywowanym w komorkach
ssaczych w odpowiedzi na rézne sygnaty $mierci i tylko w warunkach krytycznych prowadzi do $mierci
komorkowej. Wczesniejsze badania przeprowadzone przez nasza grupe wykazaly, ze czestos¢ autofagii jest
zwigkszona w lozyskach zarodkow, ktore miaty jedynie genom ojcowski, oraz zmniejszona w tozyskach
zarodkéw o tylko matczynym genomie. Bazujac na tym, hipotetyzuje, Ze genom ojcowski pozytywnie
reguluje aktywacje autofagii, podczas gdy genom matczyny jg hamuje. Aby te hipotezg zweryfikowac,
planuj¢ zbadaé przypadki autofagii podczas Diapauzy Zarodkowej (Embryonic Diapause, ED). ED jest
odwracalnym zatrzymaniem rozwoju zarodka podczas oczekiwania na sygnal gotowosci macicy.
Przezywalno$¢ zarodkow podczas diapauzy przypisywana jest szczegdlnie wysokiemu poziomowi autofagii.
Ogoélnym celem tego projektu jest wiec weryfikacja regulacji autofagii prez genom ojcowski i matczyny
podczas Diapauzy Zarodkowej. W tym celu, zbadam zywotnos$¢ zarodkow po diapauzie, majacych jedynie
ojcowski (androgenoty) lub matczyny (partenogenoty) genom (Dokladny cel 1 — Ocena zywotnoSci
zarodkow androgenetycznych i partenogenetycznych podczas Diapauzy zarodkowej) Nastepnie,
rozpatrze kwesti¢ aktywacji/postepu autofagii w androgenicznych i partenogenicznych zarodkach podczas
ED (Dokladny cel 2 — Rola genomu rodzicielskiego w wystepowaniu autofagii podczas Diapauzy
Zarodkowej).

Androgenoty, partenogenoty oraz zarodki kontrolne beda tworzone na modelu myszy, jako ze ED moze by¢
w nich fatwo indukowana. Androgenoty beda tworzone in Vitro poprzez zaptodnienie dojrzatych
enukleowanych oocytow przez dwa plemniki. Partenogenoty beda tworzone przez chemiczng aktywacje
dojrzatych oocytow, symulujac proces zaplodnienia bez uzycia plemnikoéw. Zarodki kontrolne beda
izolowane z jajowoddéw samic po naturalnej koncepcji. Wszystkie zarodki bgda hodowane in vitro, a
nastgpnie transferowane do matek-biorczyn. Aby zaindukowaé Diapauzg, matkom-biorczyniom usunigte
zostang jajniki, w celu uniknigcia sygnatu estrogenowego niezbednego do implantacji, a takze podawane
beda codzienne zastrzyki progesteronu az do dnia izolacji zarodkéw. Zarodki beda izolowane z macic matek-
biorczyn co dwa dni od indukcji Diapauzy Zarodkowej az do momentu, kiedy nie bedzie mozna znalez¢
wiecej zywotnych zarodkéw. Aktywnos$¢ autofagiczna w tych zarodkach bedzie analizowana na podstawie
Transmisyjnej Mikroskopii Elektronowej (TEM), barwien immunocytochemicznych powszechnych
markerow autofagii oraz poziomu ekspresji genow zwigzanych z autofagia.

Wyniki tych badan beda stanowity weryfikacje, czy mechanizm $mierci komorkowej regulowany jest przez
genomy rodzicielskie oraz potwierdzenie jego wystepowania w fizjologicznych procesach, takich jak
Diapauza Zarodkowa. Jest to projekt pionierski, jako Ze rola genomu ojcowskiego w regulacji przetrwania
podczas ED nie bylta jeszcze badana. Nasza hipoteza, jesli zostanie potwierdzona, bedzie miata istotny
wplyw na zrozumienie procesu autofagii 1 otworzy droge dla badan dotyczacych korzy$ci mechanizméow
$mierci komorkowe;.



