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Wstep

Plemniki ssakow, zeby uzyskac zdolnosc do zaptodnienia, muszg
przejsc proces kapacytacji, na ktory sktada sie m.in. zajscie reakcji
akrosomowej oraz wytworzenie sie wzmozonej aktywnosci
plemnikow, a takze przebudowa biatek w ich btonie plazmatycznej.

Kapacytacja zachodzi u myszy w drogach rodnych samicy, gdzie
plemniki muszg przebywac okoto 2-3 godzin, zeby uzyskac¢ zdolnosc¢
do zaptodnienia.

Przypuszczalnie wptyw majg zmiany pH i stezenia wolnych jonow
Ca*" w plemniku, ale nie jest tak u wszystkich gatunkow — plemniki
swinki morskiej nie muszg przechodzi¢ kapacytacji w srodowisku
zawierajgcym jony Ca®*, zeby byly zdolne do zaptodnienia.

Jony Ca** sg tez wymagane przez komorki jajowe — oscylacyjne
zmiany stezenia jonéw Ca** po zaptodnieniu prowadzg do
wytworzenia bloku przeciwko polispermii poprzez wyrzut ziaren
korowych.



Cel doswiadczenia

Czy inne dwudodatnie jony sg w stanie zastgpi¢ jony Ca**
podczas procesoéw kapacytacji i zaptodnienia u myszy?



Materiaty | metody

Zawiesina plemnikow myszy o stezeniu ok. 1-2 x 10°
plemnikéw/ml i oocyty myszy pobierane z jajowoddw samic
stymulowanych hormonalnie PMSG i hCG (14h po hCG); czesc¢
oocytow pozbawiona ostonki przejrzystej przez inkubacje w
hialuronidazie,

Podstawowa pozywka — zmodyfikowana pozywka Tyrode'a bez
pirogronianu i mleczanu, wzbogacona o glukoze i 1.8mM CaCl,

3 pozywki zamiast CaCl, zawierajgce odpowiednio 1.8mM
SrCl, MgCl lub BaCl,

Pozywka bez CaCl,

Wszystkie inkubacje prowadzone w 37°C, na szalkach zalanych
ptynng parafing



Metody c.d.

« Kapacytacja i zaptodnienie
* Oocyty z ostonkg przejrzysta

Zawiesiny plemnikow preinkubowano w pozywkach zawierajgcych
Ca®, Sr** lub bez Ca*". Oocyty dodawano po 30 lub 120 minutach
od dodania plemnikow. Zawiesiny rozcienczano w roztworze
zawierajgcym Ca*", jedna zawiesina Sr** rozcienczona w pozywce
z Sr**. Utrwalenie oocytéw i ocene zaptodnienia/aktywac;ji
przeprowadzano po 75 minutach od dodania ich do zawiesiny
plemnikow.

* Oocyty bez ostonki przejrzystej

Zawiesine plemnikow preinkubowano w pozywce z Sr?*. Oocyty
dodawano po 120 minutach od dodania plemnikow. Zawiesine
rozcienczono w pozywce z Sr-*.



Metody c.d.

» Reakcja akrosomowa

Zawiesiny plemnikéw przygotowano w pozywkach z Ca**, Sr**, Mg**
lub Ba** i inkubowano przez 120 minut. Nastepnie zawiesine
filtrowano zeby wybrac ruchliwe plemniki, utrwalano jg w formalinie |
przygotowano slajdy, na ktoérych oceniano plemniki pod kgtem
obecnosci akrosomu (przynajmniej 100 plemnikow z kazdej grupy).

« Aktywacja oocytow

Dodano oocyty do zawiesiny plemnikow inkubowanych przez 120
minut w Sr**. Okoto potowe oocytéw zabrano po 15 minutach i
przeniesiono do pozywki z Ca**, gdzie usunieto kom. folikularne i
plemniki. W tym samym czasie inkubowano same oocyty w pozywce
Sr**. Po 75 minutach utrwalono wszystkie 3 partie oocytow i oceniono
pod katem zaptodnienia lub aktywacii.

« Wyrzut ziaren korowych



Wyniki

+ Kapacytacja i zaptodnienie

TABLE 1. Fertilizing Ability of Mouse Sperm Preincubated in Ca®"-Deficient, Ca**-Containing,
or Sr*"-Containing Medium and Assessed in the Presence of Ca** or Sr**

Length of pre- Medium Eggs
incubation (min) Preincubation Fertilization Total No. Fertilized® Activated®
30 Ca*? Cg* 109 60.3 + 27.5 0
St Sr2t 9?2 20+14 5734178
Sr2t CaZt 112 70.7 + 20.3 0
0 Ca** 62 A28 0
120 Ca Ca** 99 96.3 + 2.9 0
St St 73 123 + 0.3 553 + 18.1
Sr2t Ca*? 74 91.0 + 6.7 0
0 s~ 60 16.6 + 14.0 0
Zona-free eggs ] e ol 37 97.0 + 4.2 0

“Mean % + SEM.,

+ W probie po 30min inkubacji mniej niz potowa oocytow doszta do telofazy |l z w petni

zdekondensowang gtowka plemnika <wnikniecie plemnika nie zaszto od razu — niepetna
kapacytacja>. Z kolei wiekszos¢ aktywowanych oocytow osiggneta telofaze Il. Po 120min

dekondensacja zaszta w 98-100% zaptodnionych oocytow.



Wyniki c.d.

+ Reakcja akrosomowa
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Fig. 1. Acrosome loss in mouse sperm suspensions incubated for 120 min in media containing 1.8 mM
Ca’*, Sr’*, Mg?*, or Ba’". Data are presented as mean % + SEM.



Wyniki c.d.

« Aktywacja oocytow
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Fig. 2. The proportion of eggs that were fertilized (F), unfertilized (U), or activated (A) after the
following treatments: A: incubation for 15 min in Sr** sperm suspensions followed by cumulus cell
removal and incubation for 60 min in Ca** medium; B: incubation for 75 min in Sr** sperm suspension;
C: incubation for 75 min in sperm-free Sr** medium.



« Aktywacja oocytow c.d.

Prawie wszystkie oocyty inkubowane w Sr**, aktywowane |
nieaktywowane, miaty liczne plemniki ptywajgce w przestrzeni
okotozottkowej — wniknety tam przed momentem aktywacji oocytu.

Fig. 3. Sr*"-activated egg with numerous sperm inside the zona pellucida; no sperm have been
incorporated into the egg cytoplasm. The second polar body is indicated by an arrow. X500,



Wyniki c.d.

« Wyrzut ziaren korowych

Fig. 4. Cortical region of a mouse egg incubated for 35 min in Sr** medium: most cortical granules
have disappeared. ZP, zona pellucida. x5,000.



Whioski

« Jony strontu sg w stanie zastgpic jony wapnie we wszystkich
procesach, ktorym podlegajg mysie plemniki, od kapacytacji do
fuzji z oocytem (chociaz w tym ostatnim przypadku trzeba byto
uzyC oocytow bez ostonki przejrzystej). Nie widac przy tym
znaczgcych roznic w przebiegu tych procesow, bez wzgledu na
to, czy w srodowisku byty obecne jony strontu, czy wapnia.

« Jony strontu wywotujg szybkg aktywacje oocytow, nawet tych
swiezo owulowanych, niepodatnych na aktywacje innymi
sposobami. Mozliwe przyczyny — pobudzanie przez Sr**
receptorow rozktadajgcych PIP2 do IP3 | DAG. Wypieranie
jondw Ca*" przez Sr**?

« Kroétkie (15min) wystawienie oocytow na dziatanie jondw strontu
jest wystarczajgce do wyrzutu ziaren korowych, chociaz dtuzszy
czas byt potrzebny do petnej aktywacji oocytow i wznowienia
mejozy.

« Jony Mg i Ba** nie sg w stanie zastapi¢ w petni jonéw wapnia.



Dziekuje za uwage
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