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Partenogeneza - odmiana rozmnazania, polegajaca na rozwoju
osobnikéw potomnych z komoérki jajowej bez udziatu plemnika

Naturalnie:

« wrotki

* nicienie

« skorupiaki

* roztocza

« owady (pszczoty, osy, chrusciki)

* ryby (rekin mtot), ptazy, gady (waran, gekon)

Sztucznie:
« zaby

* ryby

« kroliki




MYSZY! O czym traktuje niniejsza prezentacja



Kilka istotnych faktow:

« zarodki myszy stworzone partenogenetycznie umieraja ok. 10
dnia po zaptodnieniu

« do rozwoju zarodka niezbedne sa odmatczyne oraz odojcowskie
modyfikacje epigenetyczne genomu zarodka podczas
gametogenezy

« ,genomic imprinting” prowadzi do nierdbwnocennej ekspresji
genow z alleli matczynychi ojcowskichw zarodku

« do czasu tej publikacji nie udowodniono, ze imprinting jest
jedyna przeszkoda dla prawidtowego rozwoju
partenogenetycznego




Genomic imprinting

» polega na réznym stopniu metylacji genow w komaérkach jajowych i
plemnikach (w procesie gametogenezy)

« gen jest metylowany w allelu pochodzacym od jednego z rodzicow

« Zznoszony jest porodzicielskiwzor metylacji i naktadany nowy,
zalezny od ptci

» metylacja uniemozliwia przytaczenie TF do promotora/enhancera
— Wyciszenie genu

« imprinting jest wynikiem konkurencji materiatu genetycznego
zenskiego (przekazywanie genow, wychowanie potomstwa) i
meskiego (odzywianie i rozwoj zarodka)




Przyktady

H19 - gen dtugiego niekodujacego RNA, wydaje sie odgrywac znaczaca
role w procesie kancerogenezy. Odojcowskakopia genu jest wyciszana.

Igf-2 - insulinopodobny czynnik wzrostu 2, biatkowy hormono
strukturze podobnej do insuliny. Gtdwny regulator rozwoju
zarodkowego. Odmatczyna kopia genu jest wyciszana.

EkspresjaH19 oraz Igf-2 jest koordynowana przez elementy cis-
regulatorowe, ktorych dziatanie zalezy od:

* statusu metylacji w DMR genu H19

« endodermalnie-specyficznych enhanceréow




Genomic imprinting

Odmatczyna metylacja de novo zachodziw ,naznaczonych” /oc/
podczas wzrostu oocytow zenskich zarodkoéw; oocyty
nowonarodzonych samic s3 ,naiwne” i podatne na manipulacje
genetyczne

* Ng - hon-growing — naiwny oocyt z nowonarodzonej samicy
« fg - fully grown - oocyt dojrzatej ptciowo samicy
Zarodek ngwt/fgwt z niezmienionymi kopiami genow H19 i Igf-2 -

obumieraw 13.5 dniu rozwoju

Zarodek ngH19A3 /fgwt obumieraw 17.5 dniu rozwoju
(z 3 kb delecja w jednostce transkrypcyjnej)




Mat EcoRlI EcoRl Enhancers
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Pokazane s3 allele odmatczyne.
Fragment -10 do -50 kb (pomiedzy miejcsami ciecia EcoRl) zawiera
DMR




Materiaty i metody

|. Stworzenie mutantow H19A13 (z 13 kb delecja w jednostce
transkrypcyjnej)

1. Iniekcja celowanych komorek CCE ES do blastocyst szczepu A
2. Wsteczne skrzyzowanie & mutanta (B) z @ szczepu A

Il. Pobranie oocytow ng zablokowanychw fazie Ml, Q@ T-dniowe

lll. @ szczepu B6D2F]1

1.eCG — SmierC — izolacjaoocytow GV (fg) jajnikowych w fazie Ml
(248th6 — Smier¢ — izolacja owulowanych oocytow w fazie MIl (fg)

(16h)

Manipulacje wykonywane w pozywce z 200 yM dbcAMP (utrzymuje
lok mejotyczny w diplotenie)i 5% surowica cieleca




Materiaty i metody

IV. Transfer jadra 1n oocytung (H19A13) do 1n oocytu fg (wt) (GV/MII)

V. Fuzja oocytow GV (H19A 13 /wt) z pozbawionymi jadra oocytami GV
wywotana przez inaktywowany wirus Sandai

VI. Hodowla w pozywce MEM - 14h
VII. Ponowny transfer jadra 2n do pozbawionych jadra oocytow Mil

VIIIl. Sztuczna aktywacja oocytow 10mM chlorkiem strontu w pozywce
M16 pozbawionejjonow wapnia- 2h




Materiaty i metody

IX. Hodowla zarodkéw w pozywce M16, w atm. 5% dwutlenku wegla,
5% tlenu i 90% azotu, w temp. 37 st C.

X. Otrzymane blastocysty przeniesione do macic samic, u ktorych
wczesniejwywotano rzekomacieze

Xl. Rozwdj postimplantacyjny oceniono przez wykonanie sekcji 19.5
dnia ciazy




ngH19A13/fgwt — Wyniki

« oocyty eksprymuja Igf-2 z zestawu chromosomow oocytow ng
*nN=598

« 457 (78%) utworzyto diploidalna komorke, ktéra uformowata dwa ciatka
kierunkowe i przedjadrza

* 371 (91%) rozwineto sie do stadium moruli/blastuli

* te przeniesiono do rogow macic 26 samic

. 24 samice ,zaszty w ciaze”




ngH19A13/fgwt - Wyniki
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ngH19A13/fgwt - Wyniki

« PCR z uzyciem primerow dla genu H19 oraz kasety neomycynowej
ujawnit, ze mysz byta ngH19A13/fgwt




ngH19A13/fgwt - Wyniki

« Kaguya urosta, skrzyzowano ja z samcem i donosita mtode




ngH19A13/fgwt - Wyniki

« druga mysz, ktora przezyta, zostata wykorzystana do analiz ekspresji genow
« pozostate myszy zywo-urodzone - opoznione w rozwoju - nie zyty dtuze;
niz15 min

* niedorozwoj watroby

» atrofia tozyska (vide: slajd nr 6: H19 - gen dla dtugiego niekodujacego RNA, wydaje sie
odgrywac znaczacarole w procesie kancerogenezy. Odojcowska kopia genu jest wyciszana.)

« Srednia masa ciata u zywo-urodzonych =744 mg

*a u martwych = 786 mg (?7?)




a) i b) normalne fenotypowo myszy partenogenetyczne
a) to Kaguya

b) to mysz uzyta do badania ekspresji genow

c) i d) myszy opdznione w rozwoju

¢) zdechta tuz po narodzinach

d) tuz przed narodzinami




Badanie ekspresji genow myszy
ngH19A13/fgwtvs. ngwt/fgwt vs. wt
« uzyto mikromacierzy K11 w 12.5 dniu ciazy
- fenotypy myszy partenogenetycznych nieodbiegajace od myszy wt
* mniejsze masy ptodow i tozysk u myszy partenogetycznych, niz wt
« pepowina niezmieniona u myszy ngH19A13/fgwt, mierna u ngwt/fgwt
« profile genetyczne myszy partenogenetycznych znacznie roznity sie od siebie
« klastryzacje przeprowadzono za pomocga programow Cluster i TreeView

« poziom istotnosci P<0.001 dla 1038 gendw (testy jednowartosciowe)




S

a) wt T
b) ngwt/fgw stabo!!
c) ngH19A13/fgwt
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Figure 2 Parthenogenetic fetuses atday 12.5 of gestation. a, d, Fetuses and the umbilical
cords derived from control fertilized embryos; b, e, ng™Yfg™ parthenogenetic embryos;
¢, f, ng'""921 3" parthenogenetic embryos. Note that the umbilical cord (indicated by
arrows) was well developed in the ng"' 4% g™" fetus (f) but was very poor in the
ng""/fg"" parthenote. g, h, Graphical representations of body (g) and placental (h)
weights. Values are means + s.e.m. Significant differences at * P < 0.05 and

i ——, -




Badanie ekspresji genow myszy
ngH19A13/fgwtvs. ngwt/fgwt vs. wt

* requlacja zasztawe wszystkich genach podlegajacych imprintingowi

* jedynie 2/34 geny: Grb10 i Nnat byty 2x silniej lub 2x stabiej
regulowane (por. wt)

*11/34 genow za stabo regulowane
*1/34 (Grb10) za silnie regulowany w ngwt/fgwt

* liczba genow ktore byty 2x za silnie eksprymowane (por. wt) to 11 do
42 (5r.30) u ngH19A13/fgwt

« dla kontrastu: liczba genow eksprymowanych znaczacoinaczej u
ngwt/fgwtto 431 do 1324 (sr. 842), ALE...




Badanie ekspresji genow myszy
ngHT19A13/fgwtvs. ngwt/fgwt vs. wt

« wsrod nich tylko gen DIk1 wykazat zmiany w ekspresji u wszystkich 4
osobnikow ngH19A13/fgwt

 zidentyfikowano 329 tych samych gendéw o zré6znicowanej ekspresji u
myszy ngwt/fgwt

*w porownaniu ngH19A13/fgwtdo ngwt/fgwt:
*131 do 295 (sr. 208) genow wykazato ekspresje wieksza niz
dwukrotna




Badanie ekspresji genow myszy
ngH19A13/fgwtvs. ngwt/fgwt vs. wt

* DIk Gtl2 - mutacje letalne dla ptodu, podlegaja imprintingowi w czasie
spermatogenezy

* RT- PCR pokazat ze oba geny: IGF2 i H19 s3 eksprymowane na podobnym
poziomie w gtownych organach - wynik spodziewany

« Gen Gtl2 zarodkow ngH19A13/fgwt opéznionych w rozwoju eksprymowany
na poziomie 2 - 4 x nizszym (por. wt)

« Gen DIk1 eksprymowany w komorkach ptuc, miesni i serca u myszy wt,
ungH19A13/fgwt tylko w ptucach i miesSniach

* Wyniki potwierdzone hybrydyzacja /n situw 12.5 dniu ciazy

Spadek ekspresji Gtl2 i aktywacja DIk1 jako przyczyna normalnego rozwoju
enetycznych myszy?
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Figure 3 Graphical I‘EDI‘ESEMHUUFIS of the E;-;Drﬁsim of the two sets of coordinate
imprinted genes in parthenogentic fetuses. The expressions of four imprinted genes,

a, lgf2: b, H19: ¢, Dik1; and d, G2 in six different tissues of 19.5-day ng"'%413ig""
fetuses were analysed by quantitative real-time PCR. Br, brain; Lu, lung; He, heart;

Li, liver; Ki, I'-'.iI:II"IE}f; Mu. muscle. The values I‘EDI‘ESEI"It the levels of EJ-:DFESSim relative to
that of the intemal control gene (Gapdh). Control (m = 3; dark blue); growth-retarded
ng 19413 g™ parthenogenetic pups (n = 3; light blue); and survived ng"9413 gt

_narthennnenetic i (i — d1-redl VWaleearameans + sam

ciemnoniebieski - kontrola,
n=3

biaty lub btekitny, jak kto woli
-ngH19A13/fgwt, opdznione
W rozwoju, h=3

Czerwony - ngH19A13/fgwt,
przezyta, n=1



Whnioski

* myszy partenogenetyczne sa (przynajmniej ta jedna byta) i moga
wydawac potomstwo

* mysz te wyhodowano dzieki zwiekszeniu aktywnoscilgf2 i
monoallelicznej ekspresji genu H19

« ale w naturze odojcowskiimprinting zapobiega partenogenezie, co
zapewnie ojcu swoj udziat w rozwoju potomstwa

« ekspresja genu Igf2 prowadzi do dalszego rozwoju osobnikow stworzonych na drodze
partenogenezy

« zarodki partenogenetyczne ngH19A3/fgwt nie zyja dtuzej niz do 17 dnia cigzy
« ale zarodki ngH19A13/fgwt juz tak

* regulacja genow w mutantach ngHT19A13/fgwt i zblizony do naturalnego profil ekspresji
tkankach pozwala im dotrzec¢ do dalszych stadiéw rozwoju niz myszom ngwt/fgwt




Dziekuje




