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W ktorym momencie w rozwoju embrionalnym
myszy rozpoczyna si¢ endogenna transkrypcja?

Hipoteza |: Endogenna transkrypcja rozpoczyna sie
w embrionach bedacych w stadium 2-komorkowym

Hipoteza Il: Endogenna transkrypcja rozpoczyna sie¢
w embrionach bedacych w stadium 1-komorkowym

Warto wiedziec¢:
ag-Amanityna - organiczny zwiazek chemiczny. Nalezy do najsilnie;
dziatajacychtoksyn w grzybach. Silnie wiaze si¢ z polimeraza RNA I,
blokujac elongacj¢ podczas syntezy RNA, a takze duze stezenie wpltywa
na polimeraz¢ RNAIII, Polimeraza RNAT jest niewrazliwana jej dziatanie.




Hipoteza |: Endogenna transkrypcja rozpoczyna sie
w embrionach bedacych w stadium 2-komorkowym
Wykazano, ze:

« Wykrycie specyficznych dla pierwszych stadiow rozwoju biatek

jest mozliwe we wczesnym | w p6znym stadium 2-komorkowym

» Traktowanie a-amanityna embrionow W stadium 1-komoérkowym

nie wplywa na ich rozwo6j az do osiagnigcia poznego stadium
2-komorkowego
* WyKkrycie syntezy bialek dziedziczonych od ojca jest mozliwe

od momentu osiagni¢cia przez embrion stadium 2-komorkowego




Hipoteza II: Endogenna transkrypcja rozpoczyna sie¢
w embrionach bedacych w stadium 1-komorkowym

Wykazano, ze:

* Znajdujace si¢ W przedjadrzach embrionu 1l-komoérkowego heterogenne
jadrowe poli(A)-RNA inkorporuja na niskim poziomie [H3]adenozyne
« Cytoplazma pochodzaca z wyjadrzonego embrionu 1-komérkowego

wzmacnia transkrypcj¢ genow W jadrze pochodzacym z traktowanego

a-amanityna embrionu 2-komorkowego

* Przejsciowa ekspresja genu reporterowego wprowadzonego do przedjadrza
meskiego metoda mikroiniekcji zachodzi na niskim poziomie w embrionach
znajdujacych si¢ W p6znym stadium 1-komoérkowym

* Przynajmniej jeden gen ulega ekspresji w stadium 1-komorkowym (analiza

bibliotek cDNA z preimplantacyjnych zarodkow)




MATERIALY 1 METODY

O C57/CBA X 3 C57/CBA

Wiek: 4-8 tygodni

Indukcjahormonalna: PMSG, hCG

Zaptodnienie- 0k 12 hphCG

[zolacja embrionow— 17 hphCG

Oczyszczeniew hialuronidazie (Img/mil)

Hodowla in vitro w pozywce ,, Whitten’s medium” (Wm)




Embriony uzyte do eksperymentu:

Czas _Dd 1ndukc_|1 hCG Stadia rozwoju Sposob podania Czas od indukcji
do mikroiniekcji embrionalnego 1 stgzenie hCG do podania
BrUTP (100mM) a-amanityny a-amanityny
weczesne stadium | bufor do iniekcji 22 hohCG
Lt 1-komorkowe (50pg/ml) .
pozne stadium bufor do iniekcji _
26-29 hphCG 1-komérkowe (50pg/mi) 26-29 hphCG
wezesne stadium pozywka Wm 78 hohCG
SR 2-komorkowe (10pg/ml) P
pozne stadium pozywka Wm
48 hphCG 2-komorkowe (10pg/ml) e
stadium brak danych
58 hphCG 4 -komorkowe y brak danych

* Mikroiniekcja wybranych embrionéw 100 mM BrUTP (pH 7.4,
140mM KCI) — 1-5% objetosci komorki

« Inkubacja 15 lub 60 minut (Temp. 37°C, 5%CO,)

» Utrwalenie komorek i inkubacja z przeciwciatami




Przebieg eksperymentu
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Fig.1. Przebieg eksperymentu ukazany na osi czasu. Za referencj¢ uznano
moment indukcji hCG; Strzatkami oznaczono kolejne mikroiniekcje;




Przebieg eksperymentu

Zaptodnienie
Izolacja embriondw na odpowiednich stadiach rozwojowych

Inkubacja w pozywce Wm a-amanityna
Mikroiniekcja BrUTP —

Inkubacja 15 lub 60 minut w pozywce Wm

Utrwalenie w 2%PFA w PBS (20min)

Plukanie w PBS

Permeabilizacja w PBS z 0,2% tritonem (15min) Rnaza A (400ug/ml)
Phukanie w PBS lub Dnazal (100ug/ml
Blokowanie w PBS z 2% BSA (1h)

Ptlukanie w PBS

Inkubacja z I-rzedowym, monoklonalnym przeciwciatem anty-BrdU(3h
Ptukanie w PBS

Inkubacja z I1-rzedowym przeciwcialem (1h)

Ptukanie w PBS

Phtukanie w PBS z Hoechst 33342

Ponowne utrwalenie w PBS z 2% PFA
Ptukanie w PBS




Wyniki

Hoechst 33342 Immunodetekcja BrU

Wczesne stadium
2-komorkowe

Stadium
4-komorkowe

Péine stadium
2-komérkowe po
podaniu g-amanityny




Wyniki

Hoechst 33342 Immunodetekcja BrU
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Podsumowanie wynikow:

. . L Detekeja . .
Stadium rozwoju | Barwienie immunofluorescencji Liczba jader,
embrionalnego odezynnikiem w ktorych zaszla

Hoechst Warunki Po traktowaniu | Po traktowaniu | Po traktowaniu | transkrypcja
standardowe | g-amanityna RNaza A DNaza I
Wezesne stadium n
1-komorkowe 0

Pozne stadium 0 2 przedjadrza lub
1-komorkowe przedjadrze meskie

Wezesne stadium

. + + - - +
2-komorkowe
Pozne gtadlum N " % ) 4
2-komorkowe
Stadium . I - - +

4-komorkowe




Podsumowanie wynikow:

W niektorych embrionach w p6znym stadium 2-komorkowym
po traktowaniu a-amanityng zaobserwowano fluorescencje¢
w jaderkach

Sposrod 160 poddanych mikroiniekcji embrionow w pdéznym
stadium 1-komoérkowym:

62% wykazywalo jednolita fluorescencje w obu przedjadrzach
28% nie wykazywato zadnej specyficznej fluorescencji

10% zygot wykazywato aktywnos¢ transkrypcyjna tylko
w przedjadrzach meskich

Sposrod poddawanych mikroiniekcji embriond6w pochodzacych
Z te] samej] myszy co godzing w przedziale czasu 25-29 hphCG
najwyzsza proporcj¢ zygot wykazujacych aktywnos¢
transkrypcyjna tylko w meskim przedjadrzu odnotowano

w stadium odpowiadajacym 27hphCG (29%). Zygot
wykazujacych aktywnos¢ jedynie w zenskm przedjadrzu

nie zaobserwowano.




WhnioskKi

Endogenna transkrypcja przez polimeraz¢ I RNA
rozpoczyna si¢ w embrionach znajdujacych si¢ w poznym
stadium 1-komérkowym prawdopodobnie podczas péznej
fazy S lub G2 pierwszego cyklu komorkowego

Miejsca transkrypcji rozmieszczone sg w postaci licznych
kropek na obszarze calej nukleoplazmy, co wskazuje na
podobng do wystepujacej w komorkach somatycznych
przestrzenng organizacje domen transkrypcyjnie aktywnych
w chromatynie

Meskie przedjadrze jako pierwsze rozpoczyna endogenng
transkrypcje w embrionach jednokomorkowych

Transkrypcja RNA w stadium 1- komérkowym nie prowadzi
do uruchomienia genomu zarodkowego, poniewaz nie
towarzyszy jej pojawienie si¢ nowych bialek syntetyzowanych
w wyniku ekspresji genomu zarodkowego.







