Wptyw Mos na rozmiar | degradacje
| ciatka kierunkowego.

The Mos/mitogen-activated protein kinase (MAPK)
pathway
regulates the size and degradation of the first polar
body In
maturing mouse 0ocytes.




Wstepne informacje o Mos:

« Protoonkogen kinazy serynowo-
treoninowej, aktywuje kinaz¢ MAP
poprzez bezposrednig fosforylacje.

« U Xenopus skladnik CSF.

« Wysoka ekspresja mos w oocytach
podlegajacych dojrzewaniu.

» Kieruje apoptoza komorek
somatycznych.




Co nowego o Mos?

« Naukowcy potwiedzili
doswiadczalnie, ze Mos ma wptyw
na degradacje | c.k., czas trwania
oraz na jego rozmiar.




Materialy i metody:
Populacja mysich samic z

nokautem mos (Mos -/-)

» Wektor z markerem selekcyjnym- opornos¢ na
neomycynne- Wstawiony do fragmentu DNA
kodujacego Mos.

» Kaseta kinazy tymidynowej wprowadzona na
zewn. sekwencji genomowej jako marker
selekcji negatywnej.

« Wprowadzenie konstruktu do komorek
zarodkowych droga elektroporacyi.

 Southern blot.




Hodowla oocytow:

» Podanie 5 jednostek gonadotropiny surowicy
ciezarnej klaczy 3-4 tyg. samicom

. lzolacja oocytow po 45-48h

. Hodowla w medium Whitten'sa (0,4 % BSA,
wilgotne warunki)

« Wzbogacenie hodowli 0 0.1mM IBMX
(hamowanie dojrzewania mejotycznego)

« Oczyszczenie 1 dalsza hodowla.




Immunofluorescencja

» Kwasowy r-r Tyroda

. 1,8 % paraformaldehyd w PBS (40 min.)

» Permabilizacja 1% Triton X-100 w PBS (10 min.)

« Oczyszczanie 0.1 % Tween 20 w PBS (20 min.)

« Inkubacja w PBS z 3% BSA, 10% kozim serum,
0.1% Tween 20 (1h 37st.)

» Inkubacja z przeciwciatam typu 11 11

» Dobarwianie DAPI

» Obserwacja w mikroskopie konfokalnym Zeiss




REZULTATY:

« U mutantow brak aktywnosci MAPK a zatem
aktywacja MAPK podczas dojrzewania oocytow
zalezy od obecnosci Mos.

« Zaobserwowano roznice w stadium 24h miedzy
mutantem a typem dzikim w aktywnosci kinazy
p34 mierzac HI.

« Obszerne zmiany w wygladzie pierwszego cialka
Kierunkowego, czasie jego trwania.
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Mos, a | cialko kierunkowe.

-deformacja | c.k.
-1 c.k. ulega dodatkowym podziatom

& -pod koniec metafazy | 20-30 % oocytow ma

- | nienormalnie wydtuzone ciatko kierunkowe

~ - zwiazek z defektem wrzeciona podziatowego,
~ ktore nie przesuwa si¢ do powierzchni komorki
~ -podatno$¢ na dzieworddztwo

-komorki z dwoma jadrami

- dlugo utrzymujace si¢ I c.k.
- zaplodnienie dwujadrzastego oocytu u ludzi
prawdopodobnie przyczyng mozaikowatosci tozyska.



ﬁ |, Abnormal fist polar body formation in MOS™/* oocytes

Total number of ~ Number of oocyles that F':'F'.r gy o
oocytes examined  extruded first polar body  Normal polar body  Large polar body  Symmetrical division
MOS*/* MOS*/- 163 146/163 (%0%) 146/145 (100%) | (
MOS-/- 187 161/187 (86%) L6/161(78%)*  21/161(13%) 14/161 (9%)
- Table 2. Comparison of kinetics of the first polar body
degeneration in MOS*/*, MOS*/~, and MOS~/~ cocytes
| No. oocytes that retained first polar
body/no. total oocytes examined (%)
0 hr 3 hr 7 hr 11 hr
MOS*/+, MOS*/- 75/75 70,75 9/75 0,75
(100%) (93%) (12%) (0%%)
MOS—/- 68 /68 68/68 61/68*  61/68°

(100%) (100%:) (0% (90%)
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