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Jaderko pochodzenia matczynego jest
konieczne do wczesnego rozwoju
zarodkowego u ssakow



* Podczas zaptodnienia ojcowski i matczyny wkiad w powstanie
zygoty nie jest jednakowy
~» Oocyt i plemnik s3 mimo to wyposazone w komplet struktur
komorkowych i molekularnych koniecznych do utworzenia
zarodka

* Do utworzenia zygoty koniczne jest nie tylko potaczenie DNA
plemnika i zygoty ale rowniez niektorych biatek, RNA i
organelli.

* Niektore zygotyczne sktadniki maja scisle matczyne lub
ojcowskie pochodzenie

OJCOWSKIE MATCZYNE

centriole u ssakow mitochondria
(wyjatek gryzonie) jaderko




Obiekty doswiadczalne




' Stosowane metody

e Immunofluorescencja
e Barwienie chromatyny DAPI i Hoest

e Mikromanipulacje na oocytach, zygotach,
ES i k. somatycznych

» Aktywacja oocytow > elektro-aktywacja
(swinia), inkubacja w Ca2+ i SrCl2 (mysz)

komorks pecherzykowe

oslonka przejrzysta
przestrzen
okolozditkowa

blona komdrkowa
Jadro

Jaderko
cytoplazma




PONOWNA SYMULACJA POZBAWIONE

USUNIECIE
SYMULACIA ; INIEKCIA SCNT JADERKA SCNT
JADERKA JADERKA
Sham Enucleolated Nucleolus reinjected ~ Sham-SCNT Enucleolated-SCNT

Enucleolation Sham-operation Enucleolation

Sham-operation Enucleolation
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; 5 Enucleation ; ; Enucleation
somatic cell somatic cell
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oocyte
( ’j nucleolus nucleus nucleus

SCNT -> komorka z przeszczepionym jadrem
komorki somatycznej
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Do prawidlowego dojrzewania

oocytu jaderko nie jest niezbedne.

POZBAWIONE JADERKA OOCYTY:

1) VWVyksztatcaja prawidlowe wrzeciono podziatowe
2)  Wyrzucaja ciatko kierunkowe

3)  Cazas cykli jest porownywalny z kontrola az do metafazy |l

Etapy u swini = pecherzyk zarodkowy, mitoza |, mitoza ll, etap przedjadrzy

GV Mi Mil PN

Sham

Enucleolated



Sham

Enucleclated

Porownanie wygladu rozwijajacego sie
OOCYtu U myszy

GV Ml

DAPI

LamnAC  Merge DAPI  CREST  o-Tubuln  Merge




Badania aktywnosci czynnikow regulujacych kinetyke
podziatow komorkowych

CDKI oraz MAP kinaza za posrednictwem fosforylac;ji
histonu HI| i MBP

Sham Enucleolated
- - - . < H1
e oo e AR < vcP
0 6 22 18924 .. 4 8 0 6 12 18 24 30 1 4 8 hr
Maturation EA Maturation EA

Brak istotnych roznic pomiedzy oocytem
bezjaderkowym a kontrola = jaderko nie jest niezbedne
do wczesnego rozwoju



Bezjaderkowe oocyty moga byc skutecznie
aktywowane partogenetycznie (swiania 100%, mysz
75%) badz przez zaptodnienie (swinia 57%, mysz
69%)

Synteza biatek na stadium PN oraz 4-8
komorkowego zarodka
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Enucleolated

W kontroli (jaderko pozostawione) jaderko byto
krywalne na etapie pecherzyka zarodkowego
(GV) oraz obu przedjadrzy(PN)

W doswiadczeniu z oocytem bezjaderkowym,
jaderko nie byto wykrywalne w GV oraz PN
(jezeli brakuje jaderka w oocycie to nie odbuduje
sie ono z materiatu zawartego w plemniku)

GV PN E DAPI C23 s DIC DAPI
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Badanie odzyskiwania funkcji jaderka
po ponownej iniekcji do oocytu

Sham Enucleolated

Usuniecie jaderka z oocytow
i przetrzymywanie ich w
osfonce przejrzystej u swini
przez 26 h, a u myszy
przestrzeni okotozottkowe;j
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% of nucleolus asembly in pronuds
of pig oooyies

* Po ponownym wstrzyknieciu jaderko znika w
cytoplazmie

» Po aktywacji oocytu z ponownie wstrzyknietym
jaderkiem, jaderko staje sie wykrywalne (swinia 53%,
mysz 69%).

% ztozonych jaderek w przedjadrzach

10 hr after EA 18 hr after EA 12 hr after S,

50 |

%o of nucleclus assembly in pronucla @
of mouse ohoyies
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Nucleolus
reinjected

>

Sham Enucleolated

swinia

DAPI

C23

30 aum

Nucleolus

B Sham Enucleolated reinjected
e S A R A et 4

DIC

mysz

DAPI

40 um

C23- immunofluorescencja przeciwko C23
DIC- mikroskopia optyczna z kontrastem fazowym



» Zaptodniony in vitro oocyt z reinjekcja
jaderka tworzy zygote z przedjadrzami
zawierajacymi jaderka

Sham Enucleolated Nucleolus reinjected




Nucleolus Enucleolated-

Enucleolated reinjected S(}NT
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Rozwoj zarodka swini zapoczatkowany z
bezjaderkowego oocytu zostaje zahamowany na
stadium kilkukomorkowym(brak jaderek w
blastomerach). Zarodki z grupy kontrolnej oraz
reinjekcji jaderka rozwijaja sie normalnie z
blastomerami posiadajacymi wykrywalne jaderka i
osiagaja stadium blastocysty

Type of pig oocyte

Sham Enucleolated I"».Il.fd:eul.us Sham-SCNT Enucieolated-
reinjected SCNT
Total number of 148 228 194 156 200
oocytes examined
Total number and % of 128 (86) 168 (74) 174 (90) 120 (77) 175 (88)
oocytes cleaved
Total number and % of 92 (62) 0 (0) 72 (37) 48 (31) 0 (0)

oocytes forming blastocysts




Zarodek swini powstaty z
oocytu z reinjekcja
jaderka wykazywat
regularne cykle
podziatowe z
blastomerami
posiadajacymi widoczne
jaderka co prowadzito do
powstania blastocysty

Sham

Nucleolus reinjected

U mysiego zarodka
podobnie, tylko oocyty
zawierajace jaderka
(grupa kontrolna badz
reinjekcja) dawaty
poczatek prawidtowo
rozwijajacym sig
zarodkom

Sham

Nucleolus reinjected




Efekty przeniesienia 2-komorkowego
zarodka pochodzacego z grupy kontrolnej,
oocytu bezjaderkowego i oocytu z
reinjekcja jaderka

MNucleolus
type of mouse oocytes Sham Enucleclated reinjected
total no. of embryos
transferred (recipients) 72 (4) 45 (3) 133 (7

total no. of pregnant
recipients 2 0

in

pups 5 ( 17




Czy somatyczne jaderko

moze zastapic jaderko Sham-SCNT Enucleolated-SCNT

oocytarne?
Sham-operation Enucleolation

Sprawdzenie metoda transferu
jadra somatycznego (SCNT)

1) Oocyt w GV pozbawiamy
jaderka

2)  Oocyt wyrzuca | ciatko
komorkowe > pobieramy |
chromosomy Cufure Cult

Enucleation Enucleation

3) Do bezjadrowego i
pozbawionego sktadnikow G':
jaderkowych oocytu

wstrzykujemy jadro
somatyczne (posiadajace

. somatic cell somatic cel
jaderko) ( 5 nucleus nucleus
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Pig

SCNT

Poczatkowe stadia rozwoju zarodka sa identyczne w grupie
kontrolnej i bezjaderkowej SCNT. Zarodki SCNT na tym
etapie(2-4 komorkowym) byty nadal zywotne i syntetyzowaty
bla’rka na poziomie zblizonym do kontrolnego ale nie
wyksztatcity jaderek

Nucleolus Sham-SCNT Enucleolated-
reinjected SCNT

2 cell
DAPI

C23

4 cell
DAPI

C23




Usuniecie jaderka w GV
powoduje pozbawienie
potencjalnej zygoty catego
oryginalnego materiatu
jaderkowego.

Jadro somatyczne posiada
jaderko ktore jednak nie jest
w stanie zastapic jaderka
oocytarnego podczas rozwoju
zarodkowego.

Grupa kontrolna posiadata
wykrywalne jaderko

Zarodkowe komorki
macierzyste takze nie
posiadaja zdolnosci odbudowy

jaderka

Sham- Enucleolated -
SCNT
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< Cytoplast z oocytu w
metafazie Il i zygoty w
fazie M powoduje

wspomaganie rozwoj
zarodka SCNT

< Cytoplast zygoty w
interfazie jest niezdolna
do takiego oddziatywania

na SCNT

< Cytoplast zygoty w
interfazie zawierajaca
jaderko (chromatyna i
btona jadrowa usuniete,
jaderko pozostawione)
wspomaga rozwoj SCNT

To sugeruje
wystepowanie
nieznanego czynnika
lub skfadnika w
przedjadrzach
zygoty bioracych
udziat w
przeprogramowywa
niu jadra
somatycznego



Konsekwencje tworzenia cytoplastu

e Usuniegcie jadra w interfazie powoduje ze razem z
chromatyna komorka traci takze cate jaderko
(zygota interfazowa)

e Usuniecie jadra w fazie M gdy chromatyna
tworzy chromosomy powoduje ze komorka traci
wytacznie DNA chromosomalne a niektore
sktadniki jaderka sa rozproszone w cytoplazmie i
pozostaja w cytoplascie (zygota w M i oocyt w
metafazie Il)



Czy samo jaderko jest wystarczajacym czynnikiem do
reprogramowania jadra somatycznego? [mysz]

Zyqote-SCHNT

|) Zygota —SCNT -> do cytoplastu z
zygoty w interfazie przeniesione zostato
jadro somatyczne (k. folikularnej) = brak
rozwoju (zatrzymanie na etapie 2-
komorkowym lub fragmentacja) i brak
widocznych jaderek w blastomerach

DAR|

B23




2) Zygota—SCNT+oocytarne
jaderko—> do cytoplastu z
zygoty interfazowe;
przeniesione jadro somatyczne
oraz jaderko z oocytu =
zahamowanie rozwoju na
stadium 2-komorkowym ale z
uformowaniem widocznych
jaderek w blastomerach

DARI

B23

Zyqote-
SCHNT+Mucleolus




3) Zygota w M fazie-
SCNT-> do cytoplastu z
zygoty w fazie M
przeniesione jadro
somatyczne= rozwoj do
blastocysty i widoczne
jaderka w blastomerach

DAFI

B23

M-phase Zygote-
SCNT




Samo oocytarne jaderko nie jest w stanie
brzeprogramowac jadra somatycznego,
boza jaderkiem konieczne sa dodatkowe
componenty jadrowe.

fygote M-phase Zygote
type of mouse zygotes Zygote SCNT  SCNT+Nucleolus SCNT
total no. of zygotes
examined 70 a2 37
total no. (%) of zygotes
cleaved 32 (46) 28 (30) 22 (59)

total no. (%) of zygotes
forming blastocysts 0 (0) 0 (0) 18 (49)




WYNIKI

|) Jaderko w ssaczej zygocie jest pochodzenia
wylacznie oocytarnego

2) Jaderko nie jest konieczne do dojrzewania
oocytu

3) Jaderko jest niezbedne do prawidtowego
rozwoju zarodka

4) Po przeniesieniu jadra somatycznego lub ES
do cytoplastu oocytarnego (metafaza Il)
zrodtem uformowanego jaderka s3
matczyne skfadniki rozproszone w
cytoplazmie



5) Substancje zlokalizowane poczatkowo w
pecherzyku zarodkowym a nastepnie
brzedjadrzach ktore sa odpowiedzialna
za reprogramowanie jadra
somatycznego po SCNT nie s3 jeszcze
boznane

/) Jednym z czynnikow reprogramujacych

jest jaderko pochodzace z oocytu

8) Jaderko oocytarne dostarcza substancji
do budowy jaderek nie tylko w
przedjadrzach ale rowniez pseudo —
przedjadrzy po SCNT




Dziekuje za uwage



