STRESZCZENIE

Wazng rolg¢ w powstawaniu i naprawie uszkodzen DNA odgrywa stopien kondensacji
chromatyny, ktory zalezy miedzy innymi od metylacji DNA. Tym samym metylacja DNA
moze decydowa¢ o wrazliwosCci genomu jadrowego na dziatanie mutagenow —
hypometylowane regiony sa bardziej wrazliwe. Ponadto w odpowiedzi na stres dochodzi do
zmiany ekspresji genow, co skorelowane jest z obnizeniem lub podniesieniem poziomu
metylacji DNA w loci tych genow.

Celem pracy doktorskiej byto proba zrozumienia roli metylacji DNA w odpowiedzi
komorek Brachypodium distachyon na traktowanie mutagenami. Odpowiedz komorek na
dziatanie wybranych mutagenéw chemicznych, charakteryzujacych si¢ roéznymi
mechanizmami dzialania: hydrazydu kwasu maleinowego (MH) i N-nitrozo-N-
metylomocznika (MNU) obserwowano na poziomie cytologicznym jako powstawanie
mikrojader. Analizowano obecnos¢ fluorescencji przeciwciata Alexa Fluor 488
skoniugowanego posrednio z 5-metylocytozyng (5mC) oraz jej intensywno$¢ w jadrach
i mikrojadrach komorek B. distachyon kontrolnych oraz po traktowaniu MH lub MNU.
Badania obejmowaly poréwnawczg analiz¢ zmian metylacji DNA w jadrach komoérkowych
po traktowaniu wybranymi mutagenami oraz udziatlu metylowanego DNA w powstatych
mikrojadrach. Podje¢to rowniez probg poznania udziatu i porownania metylacji DNA w loci
55 i 35S [rDNA w mikrojadrach B. distachyon, po traktowaniu MH,
z sekwencyjnym wykorzystaniem immunocytochemicznego wykrywania 5mcC oraz techniki
FISH, z sondami 5S i 25S rDNA.

Badania wykazaty roznice w obecnos$ci i poziomie metylacji DNA w komorkach
kontrolnych oraz po traktowaniu mutagenami. Intensywnos$¢ fluorescencji SmC w jadrach
komorkowych zmieniata si¢ po traktowaniu mutagenami i zalezata od rodzaju mutagenu
oraz zastosowanego czasu postinkubacji. Intensywnos¢ fluorescencji 5SmC w jadrach
matecznych dla mikrojader byta nizsza niz w jadrach komoérek bez mikrojader. Ponadto
wykazano, ze mikrojadra r6znig si¢ obecno$cig metylacji DNA w loci 5S 1 35S rDNA.
Czegstos¢ mikrojader z sygnatem 5S rDNA, z nieobecng metylacja DNA w tym rejonie, byla
dwukrotnie wyzsza niz czg¢stos¢ mikrojader z metylacja DNA obecng w tym loci.

Poziom metylacji DNA w genomie jadrowym B. distachyon zmienia si¢ po dziataniu
wybranych mutagenéw chemicznych, a tym samym moze odgrywac¢ role¢
w powstawaniu i naprawie uszkodzen DNA, decydujac o utrzymaniu integralnosci

i stabilnosci genomu.



