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Cel: Zbadanie zachowania jgdra plemnika
wewnatrz cytoplazmy oocytu w zaleznosci
od ilosci wniknietych plemnikow

 Pozbawione otoczki przejrzystej oocyty myszy zostaty zaptodnione w
prometafaziel lub metafazie | w czasie mejotycznego dojrzewania in vitro

* Jezeli do oocytu wnikneto wiecej niz trzy plemniki to dojrzewanie oocytu w
pozniejszejinkubacji zostato zatrzymane w metafazie Il.

 Tymczasem kazde jgdro plemnika podlegato szeregowi zmian po
wniknieciu do cytoplazmy oocytu



/miany morfologii chromatyny po
whniknieciu plemnika:

Chromatyna ulega lekkiemu rozproszeniu. Po 6h po zaptodnieniu zaczyna
ulega¢ kondensacji. Pomiedzy 12-18h od zaptodnienia z grudek
kondensujgcej chromatyny powstajg chromosomy.

Jezeli jednak do oocytu wnikneto 4-6 plemnikdéw to oocyt zostanie
zatrzymany w metafazie | a kazde jgdro plemnikowe utworzy grudki
chromatyny a nie chromosomy metafazowe.

Jezeli do oocytu wnikneto wiecej niz 6 plemnikow to matczyne
chromosomy zaczynaty dekondensowac lub ulegac pyknozie a jgdra
plemnikow tworzyty skupienia chromatyny

W oocytach poddanych ekspozycji na dbcAMP nie zaobserwowano zmian
morfologicznych chromatyny

Jako kontroli uzyto dojrzewajgcych lub dojrzatych oocytéw zablokowanych
w metafazie Il ktore potem zaptadniano
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Materiaty i metody

Dojrzatym ptciowo myszom podano 5 IU PMSG i zabito je 48h pdzniej
Jajniki przeniesiono do pozywki L-15 zawierajgcej 15 pg dbcAMP co
zapobiega spontanicznemu GVDB
Oocyty przeniesiono do pozywki Brinstera i inkubowano przez:

2h (oocyty w prometafazie l)

8-9h (oocyty w metafaziel)

18-21h (oocyty w metafazie Il)

Usunieto otoczke przejrzysty zeby zwiekszyC szanse na zaptodnienie
trzymajgc oocyty w 0,005% roztworze a-chymotrypsyny lub trzymano je
w roztworze o pH=3,0 (jednak czesto pozostawaty fragmenty otoczki
dlatego korzystano gtdwnie z metody enzymatycznej)

Oocyty przeptukiwano w pozywce L-15 i pozywce F i przeniesiono je do
naczynia z 0,5ml pozywki F (tak traktowano majace by¢ zaptodnione
oocyty i plemniki zeby poddac je kapacytancji)



Zbieranie plemnikéw:

Wycieto nasieniowody z dojrzatego ptciowo samca myszy i umieszczono w
naczyniu z pozywka F

Nasienie wycisnieto za pomocg szczypiec z kazdego nasieniowodu
Wyekstrahowane plemniki rozproszono i inkubowano przez 15 min
Pobrano 75 ul zawiesinyi rozcienczono w 0,5 ml pozywki F.

Tak rozcienczone plemniki inkubowano przez 45 min aby plemniki mogty
ulec kapacytacji



Inseminacja i dalsza inkubacja:

Zmierzong objetosc¢ rozcienczonej zawiesiny plemnikéw rozdzielono do
naczyn zawierajacych oocyty zawieszone w 0,5ml pozywki F

Kazde naczynie zawierato 20-50 oocytéw, do kazdego naczynia dodawano
rozne objetosci zawiesiny plemnikéw 0,5-50 pl.

Naczynia wstawiono do inkubacji na 45 min. Po tym czasie oocyty
przeniesiono do roztworu Whittens’ai trzymano tak przez 3-30h

Przygotowanie i barwienie:

Oocyty utrwalano przez kilka minut i wybarwiane barwnikiem Giemzy



Wyniki:

MONOSPERMIA:

Przesledzono i zbadano czy penetracja dojrzatych oocytow przez plemniki
moze oddziatywac z postepem mejozy lub zatrzymaniem w metafazie ll.

Oocyty byty zaptadniane w prometafazie | lub metafazie | i inkubowane
przez rdzng dtugosc czasu (Oocyty niezaptodnione postuzyty jako kontrola)

Oocyty zaptodnione w prometafazie l:

9h inkubacji-19% osiggneto metafaze Il ( az 44% oocytdéw kontrolnych
osiggneto metafaze Il)

12h inkubacji- 82% osiggneto metafaze Il ( 89% oocytdw kontrolnych
osiggneto metafaze Il)

Penetracja plemnikéw w prometafazie | moze opdznia¢ mejoze ale nie
ostabia mozliwosci dokonczenia dojrzewaniai zatrzymania w metafazie
[



 QOocyty zaptodnione w
metafaziel:

* 9hinkubacji- ponad 90% w

kazdej z grup osiggneto a b
stadium metafazy | 1%,
(Wnikniecie plemnikéw nie "("ZJ;"
opOzZnia pierwszego podziatu i
mejotycznego) —
* Po 18h wiekszo$¢ oocytow R oo sun R

miata matczyne chromosomy
podobne morfologicznie do
tych z grupy kontrolnej (fig. 1a)



Zmiany morfologiczne chromatyny w przypadku
monospermii

3h po zaptodnieniu chromatyna plemnikowa zaczeta sie rozpraszaé (ale nie
tak rozlegle jak zeniskie przedjadrze) zachowat sie prostokatny ksztatt
nienaruszonego plemnika.

6h po zaptodnieniu rozproszona chromatyna zaczeta kondensowac tak ze
mozna byto zauwazyé mate zgrupowania chromatyny (fig. 4c) oraz po kilku
godzinach moznabyto zaobserwowac mate ramiona wytaniajgce sie z tej
masy (fig. 4d)

12-18h po zaptodnieniu mozna obserwowac chromosomy (fig. 4 e, f)

Plemnikowe chromosomy mozna byto tatwo wyrdzni¢ nawet jesli mieszaty
sie zchromosomami matczynymi (chromosomy plemnikowe byty dtuzsze i
ciensze; byty zbudowane z jednej chromatydy a matczyne z dwéch)
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Figure 4. Changes in the morphology of the sperm 0OCVIES,
indicated lengths of time. {a) Untransformed sperm nucleus (0 h); (5) dispersed chromatin (3 b); (¢) mass of recondensed chromatin (sp), with
maternal chromosomes (o0) at metaphase 1 (9 h): {d) chromesomal arms projecting from the mass (12 h); (¢) individually separated sperm
chromosomes { 18 h); (/) individually separated sperm chromosomes (sp), mingled with darker-stained maternal chromosomes {o0) at metaphase
TT (18 h). Bar, 10 ym.



*Rysunek 5 pokazuje czasowg sekwencje zmian morfologii jadra
plemnikowego w dojrzatym oocycie (chromosomy zostaty zaklasyfikowane

jako metafazowe) 100 | A

* 18h po zaptodnieniu plemnikowe .7
chromosomy metafazowe widad
w 90% spenetrowanych oocytow.

» Formowanie sie chromosomow
moze by¢ nieco szybsze w
oocytach zaptodnionych w
metafaziel niz w prometafazie | .’

» Chromosomy znajdowanew
oocytach zaptodnionych w
prometafazie | wydajg sie jednak o _
lepiej skondensowane (nawet o AR e arER S

jesliinkubowano je przez ten sam  Figure 5 Sequence of changes in sperm chromatin morphology in
monospermic oocytes. Qocytes at prometaphase | (4) or melaphase

1 (B) were inseminsted and incubated for 3-18 h. The sperm chro-

Okres CzaSU) matin was classified according o critenia described in Lh:er.cn. The
bars do pot sum to J00% 2t every time point, since the sperm in
some oocytes could not be classificd into any of these categories. The
numbers of cocytes examincd are shown along the abscissa. 0, Dis-
persed chromating B mass of recondensed chromatin; B, mersphase
chromosomes.




W oocytach zaptodnionych w prometafazie | mieszanie sie chromosomow
plemnikowych i matczynych obserwowano w % przypadkéw (inkubacja
przez 15h lub nawet dtuzej 24h po zaptodnieniu)

W oocytach zaptodnionych w metafazie | obserwowano tworzenie sie
osobnych zgrupowan matczynych i plemnikowych chromosomow (15-18h
inkubacji po zaptodnieniu), mieszanie sie chromosomow obserwowano
dopiero po 20-24h po zaptodnieniu.

« Swiadczy to o wplywie cytoplazmy oocytu ktéra sprowadza chromosomy
metafazowe do tego samego potozenia



* POLISPERMIA:

* QOocyty zaptodnione w prometafazie | inkubowano przez 18h:

* Oocyty do ktérych wniknety wiecej niz dwa plemniki zostaty zatrzymane w
mejozie w sposob zalezny od ilosci wniknietych plemnikow:

» Oocyty spenetrowane przez 3, 4 lub 5 plemnikédw zazwyczajzatrzymywaty
sie w metafazie |. Skracanie sie i grubienie matczynych chromosomow
ktére rzadko zdarzato sie w wypadku monospermii teraz pojawiato sie
znacznie czesciej (czasaminie mozna byto wyrdznié¢ chromatyd)

» W oocytach spenetrowanych przez wiecej niz 6 plemnikéw matczyne
chromosomy dekondensujg i przybierajg forme granularng lub postac

nitkowatg (fig. 1c). Powinny by¢ widoczne po 6h inkubacji ale nawet po 9h
nie obserwuje sie ich.



Zmiany morfologiczne chromatyny w przypadku
polispermii:

Whikniecie d2 plemnikow powoduje te same zmiany w strukturze
chromatyny co w przypadku monospermii (kazdy z nich przeksztatcit sie w
metafazowe chromosomy; fig. 6a)

Whikniecie 3 plemnikéw opdznia nieco transformacje w metafazowe
chromosomy (jeden lub wiecej zestawow chromosomow plemnikowych
mieszat sie z chromosomami matczynymi)

Whikniecie 4 plemnikow powoduje spadek ilosci transformacji w
metafazowe chromosomy- % przypadkéw (fig. 7); w pozostatych %
przypadkow nie obserwowano transformacji w metafazowe chromosomy.

Whikniecie wiecej niz 4 plemnikéw skutkuje brakiem transformac;i
chromatyny jader plemnikowych w metafazowe chromosomy nawet po
24hinkubacii.
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Figure 6. Momphology of spérm chromatin in polyspermic oocytes, inseatinated at prometaphase 1 and inc
ubated for =18 b, (a) Oocvie
penetrated by thiee sperm. Metaphase sperm () and matemal (00) chromosomes are visible. (b) Qocyte penetrated by five amz Spe}m
:‘:r(m)m;mw:.:d meuphaslc mml chromosomes (00) are visible. (c) Qocyie penettsted by seven sperm, Six sperm chromatin
10555 (37} 4 nidensed maternal 2tin (00) are visible, Bar, 28 uem. (/nsel) H heat in withi
T ot ¥ ) Higher magaification of sperm chromatin within another
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Figure 7. Effect of polyspeemy on teansformation of sperm ny
into metaphase chromosomes, Oocytes at prometaphase I (solid |
or metaphase | (dotted line) were inseminated and incubated for
h. Within each oocyte, either all or none of the sperm nuclei
{ormed metaphase chromosomes, The numbers of oocytes exam
are shown along the abscissa



* Whnikniecie 4-6 plemnikow skutkuje uformowaniem jedynie
skondensowanej masy chromatyny (fig. 4c)

 Whnikniecie wiecejniz 6 plemnikéw powoduje problemyz utrzymaniem

matczynych chromosomoéw w stadium chromosomow metafazowych, lub
ulegata pyknozie.



Dyskusja i wnioski:

* Dojrzewajgce oocyty zawierajg cytoplazmatyczny czynnik aktywujacy do
formowania metafazowych chromosomow

* Pojedynczy oocyt moze transformowac do 4 jgder plemnikowych w
metafazowy chromosomy (limit pojemnosci cytoplazmy kiedy mozliwa jest
transformacja)

* Czynnik transformujacy reaguje w stosunku stechiometrycznym z
plemnikowg chromatyng ktorego zapasy wystarczajg na transformacje 3-4
jader plemnikowych (ten czynnik jest akumulowany w czasie inkubacji w
ograniczonej ilosci i nawet po 24h jego ilos¢ nie zwieksza sie). Jest
rozktadany rownomiernie pomiedzy jagdra plemnikowe.



Poroéwnanie wynikow z wczesniejszymi
eksperymentami zachowania sie jgder komorek
somatycznych wprowadzonych do oocytu:

Formowanie sie plemnikowych chromosoméw wymaga przynajmniej 12h
inkubacji, podczas gdy transformacja somatycznych jgder w metafazowe
chromosomy wymaga mniej niz 2h.

Liczba jader plemnikowych mogacych ulec transformacji to 3-4, podczas
gdy ponad 15 jgder tymocytdw zostato transformowanych po fuzji z
oocytem.

Strukturalne i molekularne réznice pomiedzy chromatyng plemnikowg a
somatyczng ma znaczenie. Chromatyna somatyczna zawiera histony a
plemnikowa protaminy ktére musi dopiero wymieni¢ na biatka histonowe
CO wWymaga wiecej czasu.



Porodwnanie z zachowaniem plemnikowej
chromatyny w petni dojrzatych oocytach:

W petni dojrzatych oocytach plemnikowa chromatyna ulega ekstremalne;
dekondensacji w meskie przedjadrze, co wskazuje, ze czynnik ktory
indukuje transformacje w metafazowe chromosomy jest nieobecny
(wyjasnia to fakt, ze w petni dojrzate oocyty sg aktywowane przez
whnikniecie plemnika na co wskazuje rozwdj przedjadrza zenskiego)

Po aktywacji oocytu plemnikowa chromatyna ulega rozproszeniu a potem
kondensacji w matg mase, co ma zwigzek z wymiang protamin na biatka
histonowe obecne w cytoplazmie oocytu.



Porownanie z wczesniejszymi
doswiadczeniami:

We wczesniejszych doswiadczeniach nie obserwowano formowania sie
metafazwych chromosomow poniewaz inkubowano oocyty przez mniej niz
9h, co jest wystarczajgce do pojawienia sie przedjgdrza plemnikowego ale
w dojrzewajgcych oocytach metafazowe chromosomy pojawiajg sie
przynajmniej po 12h inkubaciji.



Dziekuje za uwage.



