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Protoonkogen c-mos oraz biatko Mos

Jeden z najwazniejszych genéw regulujgcym podziaty
mejotyczne u ssakow

Produkt genu decyduje o przezyciu komorki lub jej wejsciu
na szlak apoptozy

Zarowno w przypadku oocytow, jak i komorek
somatycz-nych produkt genu c-mos, kinaza proteinowa
Mos, akty-wuje aktywowang mitogenem kinaze biatkowg
MAPK

Podczas dojrzewania oocytow szlak Mos/MAPK dziata
poprzez aktywacje i stabilizacje czynnika inicju-jgcego
dojrzewanie MPF

W komorkach somatycznych ulegajgcych trans-formacji

nowotworowej aktywuje i stabilizuje onkoprote-ine
jgdrowgq c-Fos.



Protoonkogen c-mos oraz biatko Mos w
oocytach Xenopus

Inicjatorem mejozy

zaangazowany w aktywacje i stabilizacje MPF
aktywuje MAPK

aktywny sktadnik kompleksu CSF

udowodniono rowniez wzajemng zaleznos¢ miedzy
szlakiem Mos/MAPK a MPF



Funkcje Mos u myszy:

e Homozygty z niedoborem mos (MOS-/ -) nie sg
zdolne do zatrzymania w metafazie Il i ulegaja
aktywacji partenogenetycznej

e Za-uwazono zmniejszong ptodnos¢ oraz wysoki
odsetek wystepowania potworniakow jajnika




DOSWIADCZENIE




ATERIALY | METOC

.Populacja myszy z knockout’em genu mos

. Zselekcjonowanie oocytow w GV
3. Hodowla
4. Sprawdzenie aktywnosci MAPK i histonu H1
5. Barwienie DAPI
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Southern Blot analysis of DNA
(after Griffiths et al. 1996)
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MATERIALY | METODY

0,4% BSA ; 38,5° C; 5% C02
IBMX
Przemywanie z IBMX

Zdjecie ostonki przejrzystej z uzyciem
kwasnego r-ru Tyrode

1,8% paraformaldehydem w PBS, 40 min.
1% Triton X-100 w PBS, 20 min.
Przemywanie 0,1% Tween 20 w PBS, 20 min.

Inkubacja z PBS zawierajgcym
3% BSA, 10% surowicy koz, i 0,1% Tween 20
(blokowanie roztworu), 1h, 37 ° C.

Inkubacja z przeciwciatami, po 1h, 37 ° C
DAPI

Aktywnosc¢ histonu H1 oraz kinazy MAPK.



WYNIKI

Czy MAPK jest aktywowany w
nokautach Mos -/- ?

-badanie z mieling jako substratem pokazato, ze
aktywacja MAPK podczas dojrzewania oocytow
myszy zalezy wytgcznie od obecnosci Mos

-badanie aktywnosci kinazy p34cd2 poprzez
pomiar H1 wskazuje na jej spadek po 24h od
wznowienia mejozy

aktywacja MPF i regulacja wydajg sie byc
iezalezne od Mos i / lub MAPK i MPF nie
wuje sciezki MAPK
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MAPK i histon H1 w MOS-'-

(A) aktywnos¢ MAPK mierzono przy
zasadowym biatku mielinie jako substrat . 20
oocytow

wybranona 0 h (GV), 7 godzin (Ml), i 14 godzin
(MIl) po wznowieniu mejotycznego
dojrzewania. W MOS + / + oocytéw, wysoka
aktywnos¢ MAPK zostat wykryty w

zarowno Ml i MIl. Natomiast aktywnos¢ MAPK
nie wykryto

w fazie Ml lub MIl u MOS-/-

(B) histon H1. Dziesie¢ oocytow

wybranych w kazdym wskazanym punkcie
czasu mejotycznego dojrzewania.

nie byty oczywiste réznice w kinetyce lub
poziomie histonow

Aktywacji kinazy H1 pomiedzy MOS + / + i
MOS-/- oocytdw, z wyjatkiem

sytuacji z dramatycznym spadkiem MOS-/-
oocytow po Ml (24 h).



WYNIKI c.d.

0-30% MOS-/-
)ocytow wyrzuca nienormalnie duze
K.

dfugotrwate utrzymywanie sie | c.k.,
dodatkowe jego podziaty,
rowadzgce do partenogenezy




W kontroli MOS + / +

,jedno wrzeciono przy btonie

(a) i normalnej wielkosci ciatko (d).
Natomiastu MOS-/-
aparatwrzeciona obserwuje sie

w centrum, a nie przy btonie (b, ¢,

e, f):

duze ciatka (b i e) i symetryczny podz
iat komorek

(cif) sg rowniez pokazane.

Nieprawidtowe ustawienie aparatu wrzeciona i tworzenial c.k. w MOS-/-
Oocyty zostaty wybrane przed (na 8 godzin)

(ac)i po (9 godzin) (df) wyrzuceniem | c.k. barwiono anty-tubuliny YL %; /
2 przeciwciata (zielony) i DAPI(czerwony).



Czas trwania | c.k.

MOS+- 100% 93% 12% 0%
MOS+/+

MOS-/- 100 % 100% 90% 90%




Trwatosc¢ | c.k. MOS-/-
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(A) MOS + | + (czes¢ a) i MOS-/ - (cze$¢ ¢) ma | c.k.

8-9 godzin mejotycznego dojrzewania.Na 7 godzin po wyrzuceniu |l c.k., wiekszos¢ MOS + |

+ ulegajg degradacji (czes¢ b),

podczasgdy MOS-/- (czes¢ d) pozostajg nienaruszone, a takze wydtuzone i czesto poddawane
dodatkowemu podziatowi (zaznaczone strzatkami).

(B) Dwa MOS-/- w 7 godzin po wyrzuceniu | c.k. barwiono anty-tubuliny (zielony)

| DAPI(niebieski). Czesci: A i B, Nomarski

obrazow; A 'i B, tubuliny; "’a"b", tubuliny / DAPI.



Whnioski

Mos / MAPK, u 20-30% oocytéw pow
ty zdolnoscido

widtowego potozenia aparatu wrzeciona
lokinetycznego

S Wptywa ha reorganizacje mikrotubul

resja Mos / MAPK w komadrkach
tycznych prowadzi do powstania
rzastych komorek



Whnioski c.d.

/ MAPK moze
odowac zaprogramowang degeneracj

trata Mos / MAPK i dtugoterminowa
bilnoscil c.k. w MOS-/ - moze

nowic alternatywe mechanizmu CPM
bined placental mosaicism)



Dziekuje za uwage!

Paulina Swoboda



