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AKTIVACIA GENOMU EMBRYI OSIPANEJ PO PRENOSE JADIER

Activation of embryonic genome in cloned porcine embryos
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ABSTRACT

The rapid expansion of cloning technology has not been without problems, thus increasing the focus on embryo quality and viabil-
ity. One factor that may deviate from the normal development of the embryo is the sequential activation of the embryonic genome,
which is a crucial event in normal embryonic development. The initiation of ribosomal RNA (rRNA) synthesis, which is observed
during the late half of the late 4-cell stage in porcine embryos developed in vivo, was studied in porcine embryos produced by
nuclear transfer (NT). In the 143 NT embryos investigated, all 2-cell embryos and early 4-cell embryos were transcriptionally in-
active as judged by the absence of specific silver stain of the rRNA clusters. First signs of ribosomal rRNA transcription occurred
in the late 4-cell stage embryos (48% nuclei). In the 8-cell stage embryos there were 46% and in the 16-cell stage embryos there
were 86% transcriptionally active nuclei. The blastocyst stage embryos contained only transcriptionally active cells. NT embryos
in general are similar to in vivo produced embryos because transcriptional initiation pattern is strikingly resembles the in vivo
produced embryos.
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UvVOoD

Osipand patri medzi modelové zivocisne druhy
v biotechnologickom vyskume. Avsak kultivacia embryi
tohto zivoc¢isneho druhu v laboratéornych podmienkach
niec je jednoduchd, kedze sa Casto stretdvame
s polyspermiou, sterilitou oocytov, ako aj s nizkou
efektivitou zisku blastocyst. Aj preto bola prva osipana
narodena po prenose jadier az v roku 2000 (Poleajeva
akol.). Jednym z limitujicich faktorov je reaktivacia
embryondlneho genému spojend so zaciatkom
transkripcie rDNA. Preto sme nasu pracu zamerali na
monitorovanie zaciatku transkripcnej aktivity u embryi
osipanej po prenose jadier.

MATERIAL A METODA

Produkcia embryi

Oocyty boli ziskané z ovarii osipanych zabitych na
miestnom bitunku a kultivované podl'a Rath a kol. (1999).
Po 42-44 hodinovej kultivacii (oocyty sa nachadzaju
v metafaze II) sme uskutoCnili enukleaciu oocytov.
Jednotlivé fibroblasty okruhleho tvaru ziskané z 30
dnovych embryi osipanej boli trypsinizované a nasledne
zmrazené v 10% DMSO v konecnej koncentracii 1 milion
buniek/ml. Pred samotnym pouzitim sme fibroblasty
rozmrazili a vlozili po dobu troch dni do starvacného
média (serum starvation — obsahujucom 0,5% FCS)
s cielom ziskat’ fibroblasty vo faze G,. Takto oSetrené
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fibroblasty boli transportované do perivitelinneho
priestoru pomocou pipety sliziacej aj na enukleaciu
oocytu. Nasledne boli bunky elektricky fuzované (1,2
kV/em, 30 ps) podla metodiky Lai a kol, 2002. Takto
osetrené embrya boli kultivované v médiu NCSU 23
s4 mg/ml BSA az do fixacie (2-blastomérové, rané
a neskoré 4-blastomérové, 8- a 16-blastomérové embrya
a blastocysty). Ako kontrolnti skupinu sme pouzili embrya
produkované in vivo (Stadium 4-blastomérové neskoré,
8-blastomérové embrya a Stadium blastocysty), ktoré
sme vyplavovali z hormonalne oSetrenych prasniciek
(Laurincik a kol., 1994).

Fluorescen¢na in situ hybridizacia
a znacenie jadierkovych proteinov

Jadra boli extrahované z embryi v danych
vyvojovych stadiach a fixované pouzitim metddy pre
FISH (Viuff a kol., 1998). Jednotlivé embrya boli rychlo
premyté v lyzacnom pufti [0,01 N HCI, 0,1% Tween 20
(Merck, S 31 926 043)] a prenesené v malych kvapkach
(2-6 pl) na podlozné sklicko SuperFrost Plus (Menzel
Gléser, Braunschweig, Nemecko). Po pridani lyzaéného
pufru sa cytoplazma blastomér postupne rozpustala a
kratko pred vyschnutim izolovanych jadier sa pridala
kvapka fixaéného roztoku [3:1 metanol : 'adova kyselina
octova (Roth 4627.2; Roth 3738.1, Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Nemecko)]. Zafixované jadra sa uskladnili na
24 h vo fixacnom roztoku pri 4°C. Po 24 h sa sklicka
so zafixovanymi jadrami nechali vyschnut’ a inkubovali
pri 60°C cez noc. Sklicka, ktoré neboli bezprostredne
pouzité na hybridizaciu, sa uskladnili pri -80°C az do
doby pouzitia.

FISH

Embrya boli hybridizované podl'a protokolu,
ktory popisal Viuff a kol. (2002) s malymi modifikaciami.
Pouzili sme prasaci klon genomického kozmidu F6 ako
rDNA prébu. Specifita F6 rDNA proby bola testovana
hybridizaciou dig-oxigenovanej proby s prasacimi
metafazovymi prepardtmi. Hybridizacia potvrdila
konstantne silné znafenie v chromozomalnej oblasti
18S/5,8S/28S rRNA génov. rDNA bola digoxigenovana
pomocou nick-translacie. Denaturovana proba bola
hybridizovana pri 37°C cez noc s denaturovanou
chromozomalnou DNA v konecnej koncentracii
hybridiza¢ného roztoku 20 ng/ml (50% deionizovany
formamid, 10% dextran sulfat, 2xSSC, 0,1% DNA
zo spermii lososa, 0,1% prasacej genomickej DNA) a
uskladnena pri -20°C az do pouzitia.

Potom boli prasacie vzorky 2 x 2 min premyté
v 0,15 M PBS (pH 7,4) pri izbovej teplote (RT), 2 min
fixované v 1% formaldehyde (Sigma, F 1268) a 2 x 2 min
premyté v PBS. Chromozomalna DNA z izolovanych
jadier sa denaturovala 2 min v 70% formamide (Art.

6749 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Nemecko) v 2 x
SSC (pH 7) pri 71-72°C, nasledne dehydratovala v
vzostupnej l'adovej etanolovej rade a vysuSila. rDNA
proba sa denaturovala 5 min pri 75°C, preanncalovala
30-60 min pri 37°C a nasledne centrifugovala 1 min pri
13 000 rpm. Do oblasti izolovanych jadier sa pridali 3
ul hybridizacnej zmesi, prekryli sa krycim sklickom,
zapecatili vulkanickym lepom a nechali hybridizovat cez
noc pri 42°C. Po hybridizacii sa sklicka premyli 2x10
min a 1 x 3min v 0,05 x SSC pri 37°C. Po premyti sa
sklicka preinkubovali 10 min v roztoku 4 x SSC+0,1%
Tween 20+5% prasku z odstredeného mlieka pri 37°C na
zabranenie nespecifickej viazby protilatok.

Hybridizacné  miesta  boli  vizualizované
pouzitim Anti-Dig-Flouresceinu (FITC) (Boehringer
Mannheim, Mannheim, Nemecko) po predchadzajice;j
amplifikacii FITC-avidinu (Boehringer Mannheim,
Mannheim, Nemecko). Celkova DNA bola znacena
diaminofenylindolom (DAPI, 1pg/ml) vo Vectashielde
(Sigma). Vzorky boli vyhodnocované pomocou
epiflourescen¢nej mikroskopie a spracované pouzitim
CCD kamery (Leica) s prislusnym softwarom.

Silver staining

Silver staining (SS) bol pripraveny podla
Lindnera (1993). Skli¢ka boli inkubované 12 min v 1%
dithiothreitole pri RT a nasledne premyté v destilovane;j
vode. Na sklicka sa pridalo 100 ul roztoku AgNO,
[Cerstvo pripravend zmes 3:1 50% AgNO, : 2% gelatine :
1% formic acid (Merck, Rahway, NJ; Sigma)], prekryli sa
ainkubovali 1h pri 37°C. Vzorky boli nasledne premyté v
destilovanej vode a zafixované pomocou roztoku Dabco
antifade (pH 8). Jadra, pre ktoré boli vysledky FISH
ulozené, boli porovnané s vysledkami silver stainingu
vyhodnocovanym svetelnou mikroskopiou.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Celkovo sme vyhodnotili 178 embryi (143 embryi
po prenose jadier — tab.1 a 35 embryi kontrolna skupina
— tab. 2). Jadra, v ktorych bolo zaznamenané slabé
kondenzované znacenie FITC a nebolo znacenie silver
stainingu sme povazovali za transkripcne neaktivne.
U jadier, kde sme zaznamenali jednoznacné znacenie
FITC ako aj silver staining (kolokalizacia oboch znaceni)
sme povazovali za transkripcne aktivne. AvSak mali sme
aj jadra, kde sme zaznamenali dekondenzované znacenie
FITC anezaznamenali sme znacCenie pomocou silver
staining. Vysvetl'ujeme si to ako procesingovo neaktivne
stadium, kde rDNA pod vplyvom nukleoplazmatickych
faktorov ukoncila transkripciu rRNA, ale molekuly
transkriptu zostali spojené s DNA.

V 2-blastomérovych embryach (N=34), kde
sme vyhodnotili 66 jadier, sme zaznamenali u32%
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analyzovanych jadier znacenie FITC av$ak bez znacenia
SS tj. jadra v tomto $tadiu boli transkripéne neaktivne.
Zvysnych 68% jadier vykazovalo slabé dekondenzované
znacenie FITC bez znacenie SS tj. v tychto jadrach
absentuje transkripény a post-transkripény aparat, ako
aj kondenzacia rRNA génov. Podobny vysledok sme
zaznamenali aj v 4-blastomérovych ranych embryi
(N=12), kde sme zaznamenali u vsetkych 48 jadier
slabé dekondenzované znacenie FITC bez znacenia
SS. Prvé transkripéne aktivne jadra sa objavili v 4-
blastomérovych neskorych embryach (N=33), kde
sme u 52% jadier zo 113 analyzovanych zaznamenali
kolokalizaciu znac¢enia FITC a SS. Pri 9% analyzovanych
jadier tohto §tadia sme zaznamenali typické znacenie pre
transkripéne neaktivne $tadium. U zvy$nych 39% jadier
sme zaznamenali atypické dekondenzované znacenie
FITC bez zna¢enia SS. V 8-blastomérovych embryach
(N=24) sme zaznamenali u49% analyzovanych jadier
transkripéne aktivne Stadium. Zvysné jadra vykazovali
slabé dekondenzované znacenie FITC bez znacenia
SS. U 16-blastomérovych embryi (N=21), kde sme

Tabul’ka 1:
Table 1:

analyzovali 267 jadier, sme zaznamenali iba transkripéne
aktivne jadra. Rovnaky vysledok sme zistili u blastocyst
(N=19), kde sme analyzovali 489 jadier. VSetky jadra
blastocyst boli transkripéne aktivne.

Viufa kol. (2002) realizoval identicky experiment
s ranymi embryami oSipanej ziskanymi in vivo, a preto
sme sa rozhodli analyzovat' v kontrolnej skupine iba
stadia 4-blastomérové neskoré, 8-blastomérové embrya
a blastocysty (Tab. 2). NaSe vysledky sa zhodovali
s vysledkami uz spominanych autorov.

Zaujimavé je porovnanie zaciatku transkripénej
aktivity u embryi produkovanych in vivo a po prenose
jadier. Zistili sme, ze vyvoj tychto embryi je velmi
podobny tj. zafina sa v druhej polovici treticho
embryonalneho cyklu. V in vitro produkovanych embryi
bol zaznamenany nastup transkripénej aktivity az u 8-
az 16-blastomérovych embryi (Laurin¢ik a kol., 2004).
Pritom takmer rovnaké kultivaéné podmienky maju
ako embryd produkované in vitro tak aj klonované
embrya. Pri produkecii klonovanych embryi nepochybne
dochadza k naruseniu cytoskeletu i k nutnému jadrovému

Vyhodnotenie transkrip¢nej aktivity v jadrach embryi oSipanej po prenose jadier
Proportion of transcriptionally active nuclei in porcine embryos produced by nuclear transfer

"Embrya po prenose jadier

’Embrya s transkripéne aktivnymi jadrami

“Embryonlne §tadium “Pocet analyzgvanYch <10% 10-50% 51-90% >91%
embryi N(%) N(%) N(%) N(%)
2-blastom. 34 34(100) 0(0) 0(0) 0 (0)
4-blastom. Rané 12 12 (100) 0(0) 0(0) 0(0)
4-blastom. Neskoré 33 16 (48) 1(3) 0(0) 16 (48)
8-blastom. 24 12 (52) 0(0) 1(4) 11 (46)
16-blastom. 21 1(5) 0 (0) 2(10) 18 (86)
Blastocysta 19 0(0) 0(0) 0(0) 19 (100)

"Embryos produced by nuclear transfer; ?Embryos with transcriptionally active nuclei; *Developmental stage; “Number of embryos analyzed

Tabul’ka 2:
Table 2:

Vyhodnotenie transkrip¢nej aktivity v jadrach embryi oSipanej produkovanych in vivo
Proportion of transcriptionally active nuclei in porcine embryos produced in vivo

'Kontrolna skupina (in vivo produkované embrya)

2Embry4 s transkripéne aktivnymi jadrami

“Embryondlne §tadium “Pocet analyZ(?van}'/ch <10% 10-50% 51-90% >91%

embryi N(%) N(%) N(%) N(%)
4-blastom. Neskoré 12 0 (0) 0(0) 1(8) 11 (92)
8-blastom. 18 0 (0) 1(6) 1(6) 16 (89)
Blastocysta 5 0 (0) 0 (0) 0(0) 5(100)

'Control group (embryos produced in vivo); Embryos with transcriptionally active nuclei; *Developmental stage; “Number of embryos analyzed
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reprogramovaniu, ktoré je sprevadzané stratou znacenie
SS typické pre transkripéne aktivne §tadium. Je preto
prekvapujiice, ze model aktivacie embryonalneho
genému embryi po prenose jadier je tak podobny
embryam produkovanym in vivo. Vzhl'adom na vel'ké
rozdiely v klonovacich technikdch aich uspesSnosti
nemozno tvrdit, ze tento model je zhodny s modelom
embryi ziskanych in vivo.

Nase vysledky nasved¢uji tomu, ze transkripcia
rDNA je dobrym markerom zivotaschopnosti embryi.

Uvedena studia bola podporena grantom VEGA
(1/2327/05).
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