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Dysrupcja (rozbicie) genu c-mos
powoduje partenogenetyczny rozwoj
niezaptodnionych jaj mysich




Partenogeneza (z greckiego mmapUevoc,
"dziewica" oraz yeveoic "narodziny") to
sposob rozmnazania polegajacy na rozwoju
osobnikéw potomnych z niezaptodnionej
komaorki
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C-mos.

* Protoonkogen

* Koduje biatko pp39™m°s — cytoplazmatyczna
kinaze serynowo-treoninowag

http://modbase.compbio.ucsf.edu/ http://swissmodel.expasy.org/
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C-mos.

* U myszy: dojrzewanie mejotyczne podczas
spermatogenezyi oogenezy

* U Xenopus (ektopowa
ekspresja): dojrzewanie
mejotyczne oocytow

| zatrzymanie
bruzdkowania blastomerow
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Xenopus:

* gromadzenie pp39™° w czasie dojrzewania
mejotycznego i jego szybka degradacja po
zaptodnieniu

* mikroiniekcja mos RNA wstrzymuje podziaty
mitotycznie blastomerow - pp39mos
sktadnikiem czynnika cytostatycznego CSF,
odpowiedzialnego za blok metafazowy?
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Myszy: By wyjasnic role pp39™°s stworzono
homozygotyczne mutanty mysie pozbawione
funkcjonalnej kopii genu c-mos




Otrzymanie mutantow mos”

Y

Y

Wektor pMS1(neo)tk

Z genem opornosci na
neomycyne wprowadza
kodon stop w ramke odczytu
c-mos, uniemozliwiajac
translacje sekwencji
kluczowych dla aktywnosci
kinazy pp39mos
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Otrzymanie mutantéw mos”-

 Wprowadzono wektor pMS1(neo)tk do
zarodkowych komorek macierzystych CCE
(linia ES pochodzacych ze szczepu 129/Sv)
metodg elektroporacji

5|_|c': pulse power supply

lid
cuvette

electrodes

gal-\ electrical contacts

| cells in suspension
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Otrzymanie mutantéw mos”-

29Kb
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Endogenous
c-mos

frag

Targeted

Targeting
ment

Klony oporne na G418 —
antybiotyk genetycyne
(posiadajgce wstawke z neo")

i gancyklowir (ktory po
fosforylacji przez kinaze
tymidynowag HSV staje sie
toksyczny) sprawdzano pod
katem przyjecia wstawki za
pomocy analizy typu Southern
oraz analizy restrykcyjnej

12



o]

Pl P - =«CPs
N T
S X X X s

B H Hp
173K
- -
& 47 Kb >

25 Kb 20Kb

-«

FiG. 1 Targeted disruption of the murine c-mos gene. a, Targeting vector
and recombination at the ¢c-mos locus. The c-mos 1-kb coding exon is
shown hatched, the neo’ cassette stippled and the herpes simplex virus
(HSV) thymidine kinase gene cross hatched. Bars marked A and B show
the location of probes used to confirm targeting. PCR screening primers
are shown by arrowheads. Expected restriction fragment sizes are
indicated by arrows. B, BamHI; H, Hindiil; Hp, Hpal, S, Saci; X, Xbal. b,
Southern blot analysis of the three genotype categories derived from
heterozygote crosses.

METHODS. To generate the targeting plasmid, a 2.8 kb Sacl-Hindlll
c-mos genomic fragment from pMS-17" was cloned into the correspong
ing sites of pSP64 to give pSP(MS-1). A PGKneo cassette”' from pKJ-1

was released by EcoR-Hindlll digestion and blumt ligated into the
unique Hpal site within the c-mos coding region of pSP(MS-1) to gener-
ate pMSi1(neo). A 2.0 kb blunt-ended tk-fragment driven by a modified
HSV promoter obtained from pMClneo was subcloned into the Sacl
site of pMS1(neo) to generate the targeting vector pMS1ineo)tk. ES
cells were cultured and electroporated with 5 pug linearized targeting
construct as described previously™”. GA18'/ganc’ clones were screened
for a targeting event using a 500 bp Bglll-Hpal fragment (probe B)
immediately downstream of the ¢-mos coding sequence. Lack of an
intact c-mos coding exon was confirmed using a 900 bp Aval-Hindlll
coding fragment (probe A).
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e Southern blot z sondg skierowang przeciwko
mos nie wykazat obecnosci wt (wild-type)
eksonu c-mos u myszy mos”-

* Northern blot — brak normalnego sygnatu
hybrydyzacji RNA pochodzacego z mos”- z
fragmentami eksonu c-mos myszy mos*/* >
dysrupcja genu c-mos skutkuje zaburzeniem
transkrypcji lub destabilizacjg transkryptu
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« Zywe myszy mos” rodzg sie zgodnie z
przewidywang czestoscig — dziatajgca kopia
tego genu nie jest wymagana do normalnego
rozwoju embrionalnego
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Ptodnos¢ myszy mos”-

W stosunku do rownowiekowej grupy kontrolne;
(myszy mos*/* lub mos*/) :

« Samce mos”- ptodne
e Samice mos’-maja obnizona ptodnos¢
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* Brak statystycznie istotnych roznic w ptodnosci
(liczbie potomstwa) samcéw mos”~ oraz
samcow z grupy kontrolnej

* Brak statystycznie istotnych réznic w
morfologii jader oraz wystepowaniu dojrzatego
nasienia u samcOw mos”- oraz samcOw z grupy
kontrolnej

— nieuszkodzony gen c-mos nie jest niezbedny
do zajscia spermatogenezy
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* |stotne statystycznie (P< 0.005) roznice w
ptodnosci (liczbie potomstwa) samic mos”
oraz samic z grupy kontrolnej 2 nieobecnos¢
biatka wigze sie z brakiem zahamowania
mejozy w trakcie oogenezy
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* Superowulacjai izolacja oocytow z pecherzyko
jajnikowych i ich dojrzewanie in vitro — zarowna u
mutantow, jak i u myszy z grupy kontrolne;
dochodzido rozpadu pecherzyka zarodkowego
| wyrzucenia pierwszego ciatka biegunowego —
wt pp39™°* nie jest niezbedny do normalnego
dojrzewania oocytow.

ALE! Oocyty myszy wt wchodzity w blok
metafazowy, za$ oocyty mos~- kontynuowaty
mejoze z wyrzuceniem drugiego ciatka




20




Superowulacja u 4 tygodniowych myszy-dziewic
za pomocg PMSG i hCG, izolacja oocytow z myszy
mos”/~ 18 h po podaniu hCG—>

* mos”/-— dwa ciatka kierunkowe zawierajace DNA
e kontrola—jedno ciatko kierunkowe
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Dalsza hodowla oocytow mos”- =

* 40% oocytow wyksztatcito przedjadrze —
wskaznik rozwoju partenogenetycznego
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* 30% z tych oocytow ulegto podziatowi na
dwie komaorki, z ktorych kazda zawierata jadro

e Czasamipodziatdochodzit do stadium czterech
komorek
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* Nie zaobserwowano rozwoju powyzej
stadium 4-komaorkowego w zwigzku z niskim
potencjatem rozwojowym haploidalnych
komorek

* Oocyty wt nie formowaty drugiego ciatka
kierunkowego

* Oocyty mutantow, ktore nie rozpoczety
podziatu, czesto ulegaty fragmentacji
cytoplazmatycznej, co rzadko wystepowato
u oocytow wt
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TABLE 1 Incidence of parthenogenetic activation in unfertilized eggs

—

Time post Total no. of eggs
hCG Genotype ClassQ Class1l Class 2 Class 3
18 h +/+ 10 20 0 0
e 0 6 33 0
32 h /4 0 80 0 2
e 0 115 0 0
/ - 0 0 42 129

Four-week-old mice were superovulated by PMS and hCG administra-
tion and eggs flushed from oviducts at the times indicated into M16
medium. The eggs were scored immediately into the following classes:
class 0O, germinal vesicle breakdown compiete, no polar body, 1, eggs
with & single polar body, 2, eggs with two polar bodies; 3, eggs showing
cytoplasmic fragmentation.
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* Do aktywacji partenogenetycznej dochodzito
jedynie wsréd oocytow mos~- = biatko
pp39™M°s jest zaangazowane w podtrzymywanie
bloku metafazowego

 Mataliczba normalnie rozwinietego potomstwa
samic mos”~ pochodzi z jaj zaptodnionych krétko
po zakonczeniu dojrzewaniai przed aktywacja
partenogenetyczng

. %



* brak funkcjonalnej kopii genu c-mos -
aktywacja partenogenetyczna oocytow

* mikroiniekcja mos RNA lub ektopowa
ekspresja c-mos — wstrzymanie podziatow
mitotycznych komorek
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Teratomy

» Szczep LT/Sv — 10% oocytow ulega
spontanicznej partenogenetycznej aktywac;ji

* Rozwijajg sie teratomy (potworniaki) —
nowotwory z komorek roznicujgcych w rozne
typy tkanek

e Cysty w jajnikach myszy mos”- (5 osobnikdow),
nigdy u mos**(19) i mos*/- (10)

e Cysty czesto u starszych myszy (powyzej 6
miesiecy), ale wystepuja tez u mtodych

..
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tac. teratoma, z gr. t€époc /téras/ = potwor
+ gr. -oma - przyrostek oznaczajgcy zmiane
guzowata




FIG. 3 Histology of ovarnian cysts 8, Columnar epithetium {E) lining the
wall of a simple cyst (C) { x 200, haematoxylin and eosin (H and E) stain);
b, trophoblast-like giant cells (T) in a blood (B) fillea cyst (200, H and
E stain), c, thyroid-like tissue illustrating close association with giant
trophoblast-like cells (x200, H and E stain; Co, colloid); d, thyroid-like
tissue stained with periodic acid-schiff (PAS) to lustrate basement
membrane (Bm) layer surrounding the follicle {x200, PAS, H and E
stain). e, hyperplastic secretory epithelia infiltrating colloid material
(%200, H and E stain); f, secretory epithelia stained with PAS to shown
glycoproteins and illustrate high level of secretory activity (<400, PAS,
H and E).

METHODS. Cysts were fixed in 4% phosphate buffered formalin,
embedded in paraffin wax and 10-um sections cut and stained.
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WNIOSKI

* Biatko pp39™°s odpowiada za zatrzymanie
mejozy (blok metafazowy) przed zaptodnieniem

e Biatko pp39™M°s jest kluczowe dla aktywnosci
cytostatycznej w komadrkach ssaczych

* Oocyty bez funkcjonalnego pp39™°s ulegaja
spontanicznej aktywacji partenogenetycznej

* Brak funkcjonalnej kopii genu c-mos sprzyja
rozwojowi teratom
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Gtowna rolg pp39™M°s - zapobieganie
spontanicznej partenogenetycznej aktywac;ji
niezaptodnionych jaj.
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DZIEKUJE ZA UWAGE I

Pytania?
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