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Cel pracy

* Sprawdzenie, czy jaderka zygot |
wczesnego zarodka sg wytacznie
dziedziczone od matki

» Czy jaderka pochodzgce z komorek
somatycznych, a takze ES mogg zastgpic
oryginalny materiat jgderka oocytu



Usuniecie jaderka

, —— . Nucleolus

W oczyszczonym oocycie,
na etapie pecherzyka
zarodkowego (GV),
jaderko byto odsysane |
wyizolowane




Przygotowanie oocytow
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Sham-operation Enucleolation

* Enucleolated-
wyjaderkowane oocyty

« Sham- kontrola
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Znakowanie immunocytochemiczne

Chromatin
DAPI H3KotriMet

Brak jgderek w oocytach
wyjgderkowanych




Znakowanie immunocytochemiczne

Lamin A/C NPM2

Enucleolated

Pecherzyk zarodkowy
zamkniety w otoczce



Dojrzewanie oocytow

« Brak réznic do metafazy |l

« Jaderka oocytu nie zawierajg
Istotnych czynnikow
odpowiedzialnych za jego
dojrzewanie
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Po aktywac]jl oocytu

Sham
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W wyjaderkowanych oocytach brak jgderek



Reiniekcja jgderek oocytow

Nucleolus reinjected
Enucleolation
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of enudeolated pig cocytes

oocyte
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Po aktywaciji oocytow

Sham Enucleolated Nucleolus reinjected

Widoczne przedjadrza z jgderkami
w oocytach z wtornie wstrzyknietym jgderkiem



SCNT- Somatic-cell nuclear transfer

Sham-SCNT Enucleolated-SCNT

Sham-operation Enucleolation
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Enucleation Enucleation
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somatic cell somatic cell
< 3 nucleus nucleus




Po aktywacji oocytow

Nucleolus Sham- Enucleolated - Enucleolated -

Enucleolated reinjected
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Po aktywaciji oocytow

Nucleolus Enuciaolatad-
Enuc.:aolatac reinjectad Sham-SCNT _ SCNT
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Type of pig cocyte
Enucleolated MNucleolus reinjected Sham
Total numb ¥amine 14 194
Taotal number and % of oocytes cleave iJ 168 (74) 174 (90)

Total number and % of oocytes forming blastocysts 92 (62)




Znakowanie iImmunocytochemiczne -
swinia

Sham Enucleolated Nucleolus Sham-SCNT Enuclaolatad-
reinjected SCNT

60 ym

60 um




Znakowanie iImmunocytochemiczne -
mysz

ype of mouse oocyles sham

total no. of cocytes
examined

Nucleolus Enucleolated -
' SCNT




Wynik transportu 2-kom.
zarodkow do macicy

MNucleolus
type of mouse oocyies Sham Enucleolated reinjected

total no. of embryos
transferrad (recipients) T2 (4) 45 (3)

total no. of pregnant
recipients . 0
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Wyniki dla zygot-SCNT

Zygote
type of mouse zygotes Fygiots \ SCNT+Nucleolus

28 (30

Zygote- M-phase Zygote-
ygote-SCNT SCNT+Nucleolus SCNT




Wnioski

Matczyne jaderko ma zasadnicze znaczenie
dla wczesnego rozwoju zarodka ssaka, ale
nie jest konieczne dla dojrzewania oocytu

Jaderka w zygotach ssakow sg wytgcznie
dziedziczone po matce

Do wczesnych syntez DNA zuzywane jest
nagromadzone, matczyne RNA | rybosomy

Jaderka pochodzace z komorek
somatycznych, a takze ES nie mogg zastgpic
oryginalnego materiatu jgderka oocytu
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