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Wprowadzenie

Dojrzale owulwoane oocyty sa w bloku metafazy Il podziatu
Oocyty wychodza z bloku gdy zostang aktywowane przez
zaplodnienie lub partenogenetycznie co wyzwala szereg
przejsciowych zmian st¢zenia jondw wapnia wewnatrz komorki
Inhibitor wrzecion NOCODAZOL powoduje depolaryzacje
mikrotubul.---> degeneracja wrzeciona

Cyklina B 1 enzym ja rozktadajacy znajduja si¢ na wrzecionie



Wptyw nocodazolu na wrzeciona barwienie
immunocytochemiczne (na zielono tubuliny na czerwono
chromosomy)
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kontrolna po 1min w nocodazolu po 3 min w nocodazolu po 6min w nocodazolu



CEL:

e Zbadac czy wyjscie oocyty z M fazy wymaga niezniszczonego
wrzeciona

e Zbadac¢ czy wyrzuty jonOw wapniowych wewnatrz komorki
wplywaja na wyjscie oocytu z M fazy



Materialy i metody uzyte w doswaidczeniach

e 6-10 tygodniowym samicg podano Sul surowicy gonadotropowe]
ci¢zarnej klaczy(PMSG) 1 ludzka gonadotroping
kosmowkowa(hCGQG) 48 godzin przed Smiercig

e QOocyt uzyskano z cummulusow przez naktucie banki jajowodu w
13 godzinie po podaniu hCG



Oocyty uzyte do aktywacji alkoholem

e Cummulus z pecherzyka jajowodu zostat przeptukany z komorek
folikularnych 1 usunigto ostonki przejrzyste
 Hodowla przez 4-5 godzin w kropli pozywki M2+BSA pod kropla
parafiny w 37stC
* Po 18 godzinach od padania hCG
czgs¢ oocytow poddana zostala aktywacja etanolem
 BEZ obecnosci NOCODAZOLU
e W obecnosct NOCODAZALU
pozostate oocyty podzielono na 3 grupy ktore byty trzymane w
pozywce z NOCODAZOLEM na
e 15min przed aktywacja etanolem w obecnosci NOCODAZOLU
e 30 min przed aktywacja etanolem w obecnosct NOCODAZOLU
e 60 min przed aktywacja etanolem w obecnosci NOCODAZOLU

nastepnie oocyty przemyto z etanolu 1 umieszczono hodowli w
pozywce M2+BSA inkubujac 6 godzin



Oocyty uzyte do aktywacji przez zaptodnienie in vitro

e Pochodzily z cummulusow z jajowodow tych samych myszy co
oocyty uzyte do aktywacji etanolem

e Byly oczyszczone lub bez ostonki przejrzyste;

e Inkubowano je przez godzing

W 13,5 godzinie po podaniu hCG oocyty byty zaptadniane w
kroplach pozywki zawierajacej ptodowa surowice cieleca FCS w
obecnosci albo braku obecnosci nocodazolu

Zaptodnione w obecnosci zaptodnione bez obecnosci
NOCODAZOLU NOCODAZOLU
# 3razy przemyte # ¢
poz. z Ca2+ poz. z Ca2+ po 3h do M2+BSA

+ BAPTAAM  bez BAPTAM +1.78nM Ca2+
(i) (i) (i)



Oocyty uzyte do aktywacji przez zaptodnienie in vitro c.d.

Pozostala cze$S¢ oocytow zaptadnianych w obecnosci
NOCODOZOLU
umieszczono w pozywkach M2-BSA bez Ca2+ ale z nocodazolem.
Po 30 minutach osunigto inhibitor 1 polowe umieszczono w
pozywce bez Ca2+ a druga potowe w pozywce zawierajacej jony
wapnia. W ten sposob otrzymano 5 grup komoérek badanych

e (1)Kontrolna

e (11)Akt. znocodazolem bez BAPTAM

e (11)Akt. z nocodazolem 1 z BAPTAM

e (1v)Akt. z nocodazolem potem w poz. bez Ca2+ 1 bez inhibitora

e (v)Akt z nocodazolem potem w pozwyce bez Ca2+ 1 bez inhibiotra
a potem do poz. Z Ca2+



Rozwdj oocytow byt badany barwieniem
immunocytochemicznym i zdefiniowano go na 2 grupy

e AKTYWNE u oocytow aktywowanych etanolem 1 przedjadrze
u oocytow zaptodnionych 2 przedjadrza

u oocytow zaptodnionych w obecnos¢ nocodozolu

3 lub wiecej przedjadrzy

e NIEAKTYWNE u oocytow poddanych dziataniu NOCODAZOLU
ktore maja jedng lub wigcej grup skondensowanych chromosomow
potaczonych z wrzecionami metafazowymi



NOCODAZOL zapobiega aktywacji oocytow podczas

stymulacji etanolem

Table 1. Incidence of activation in groups of oocytes
activated parthenogenetically in the presence or absence
of nocodazole or after pre-treatment with nocodazole

Nocodazole
Activation pre-treatment Incidence of Number of
medium (6 min) (min) activation (%) experiments
(1) Control 0 0/193 (0) 7
(i1) Ethanol only 0 141/184 (71) 7
(i11) Ethanol and nocodazole 0 60/175 (36) 6
(iv) Ethanol and nocodazole 15 0/49 (0) 1
(v) Ethanol and nocodazole 30 0/66 (0) 2
(vi) Ethanol and nocodazole 60 0/65 (0) 3




NOCODAZOL zapobiega aktywacji oocytow

Oocyty aktywowane

w obecnosci przy braku obecnosci
Nocodazolu nocodazolu
-aktywowane
Etanolem 36% aktywnych 71% aktywnych

- aktywowane
Jonoforem A23187 5% aktywnych 51% aktywnych
Poziom aktywnosci WySOI(i niski
Kinazy histonow H1

Aktywnos¢ kinazy histonow H1 wysoka jest w oocytach kontrolnych ktore nie ulegty
aktywacji wigc mozna stwierdzi€¢ ze oocyty nie przechodza do interfazy jesli maja
wysoka aktywnos¢ tego enzymu



NOCODAZOL zapobiega aktywacji oocytow

e Aktywnosc kinazy histonow H1 wysoka jest w oocytach kontrolnych ktore nie
ulegly aktywacji wigc mozna stwierdzi¢ ze oocyty nie przechodza do interfazy
jesli maja wysoka aktywnos$¢ tego enzymu

Spindle requirement during oocyte activation 147
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Kinase activity (A.U.)

W obu przypadkach ( aktywacji z lub bez nocodozolu) stwierdzono wystapienie
pojedynczych wyrzutdw jonOw wapnia po ktorych
W nocodazolu bez nocodazolu
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NOCODAZOL zapobiega aktywacji oocytow

Postanowiono sprawdzi¢ czy oocyty aktywowane
partenogenetycznie w nocodazolu po usunieciu inhibitora przejda
do interfazy ?

1000 2000 3000 4000 5000 6000

Time (s)

Po godzinie od usniecia z nocodazolu wrzeciona miaty czas na
odbudowanie si¢ 1 mogly przejsc do interfazy jesli byly poddane



Zaptodnienie oocytu indukuje wyrzuty wapnia nawet w
obecnosci nocodozolu

e Oocyty zaptodnione w obecnos¢ nocodazolu dokanczaja podziat
mejotyczny dopiero po usuni¢ciu inhibitora wyrzucajac kilka ciatek
kierunkowych, tworzac przedjadrza 1 siec interfazowych mikrotubul

a zaptodniony bez obecnosci nocodozolu
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niezaptodnione bez obecnosci nocodazolu niezaptodnione w obecnosci nocodazolu



Zaptodnienie oocytu indukuje wyrzuty wapnia nawet w

obecnsoci nocodozolu

Table 2. Incidence of activation in groups of oocytes
inseminated in the presence of nocodazole and then

removed to medium with or without calcium or the
calcium buffering agent BAPTA-AM

Incidence of Number of Mean
Treatment group activation (%) experiments + s.d.
(1)Control 185/447 (41) 6 44.6 £16.5
(i1))Nocodazole, then control 105/429 (24) 6 25.0£7.6
(i11)Nocodazole, then BAPTA-AM 2/249 (1) 3 0.9+1.0
(iv)Nocodazole, then Ca (-)* 12/226 (5) 4 5.4+2.7
(v)Nocodazole, then Ca (-)* (RIVAWEEL) 4 31.2+10.6

then Ca (+)T

a (—), calCium-1rec mediumnl.
*Ca (-), calcium-fi di

1Ca (+), calcium-containing medium.




Zaptodnienie oocytu indukuje wyrzuty wapnia nawet w
obecnsoci nocodozolu

Nocodazole H6 Buffer

H6 Buffer Hé Buffer
[Ca ] 400
(nM)

1000 2000
0 1000 2000 3000 4000
Time (s)

Time (s)

stwierdzono ze oocyty zaptodnione w obecnosci nocodazalu jak 1
bez obecnosci inhibitora wyrzucaja jony wapnia a wzory tych
wyrzut sg niemal 1dentyczne 1 nie zmieniajq si¢ po usunigciu
inhibitora



Zapobieganie wyrzutow jonow wapnia blokuje aktywacje
oocytow po zaptonieniu

e Oocyty zaptodnione w nocodazolu a nastepnie usuni¢te z inhibitora
1 przeniesione do pozywki z BAPTAAM gr(ii1) wykazuja zanik
wyrzutow jonow wapniowych w chwili gdy w pozywce znalazt si¢
BAPTAAM->zaden oocyt nie wchodzi w interfaze

e Chromosomy kondensujg grupujac si¢ w o
od 2-6 grodek blisko cortexu, ale nie tworza

e w pelni normalnych wrzecion metatazowych

DY



Zapobieganie wyrzutow jonow wapnia blokuje aktywacje
oocytow po zaptonieniu

e 29% Oocytow zaptodnionych w obecnosci nocodazolu przeniesione
najpierw do pozywki bez jondw wapnia a potem do pozywki z

Ca2+ <grupa(v)> wyrzucito wiele ciatek kierunkwoych o
wyszty z bloku M FAZY 3 ® v

W grupie (1v) czyli oocytow ktore byty zaptadniane w obecnosci
nocodazolu a nastepnie umieszczone w pozywce bez jonow Ca2+
aktywacji ulegto tylko 5% pozostale nie dokonczyty podziatu 1
zostaty w bloku M fazy

Ich chromosomy byty skondensowane -
I rozdzielone na grupki do ktorych -
przymocowana byty wrzeciona =
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Zapobieganie wyrzutow jonow wapnia blokuje aktywacje

oocytow po zaptonieniu

* Oocyty gr (1v) zaptodnione w obecnosci nocodazolu a nast¢pnie
przeniesione do pozywki nie zawierajacej Ca2+ nie wykazuja
uwalniania jonow wapniowych . Uwalnianie jonOw nastepuje
dopiero wtedy gdy przeniesiemy te oocyty do pozywki zawierajace]
wapn

e 8 badanych oocytow wykazywato uwalnianie wapnia w ten sposob
ze 5 oocytow miato pojedynczy wyrzut jonow figbb

e A 3 miato wiele wyrzut(')w jonow wapniowych fig 6¢
po jednym oocy01e V4 kazdeJ grup ( z wieloma 1 pojedynczym

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 3000
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 000 Time (5)




Whnioski

e Uwalnianie jonOw wapniowych sprzyja degradacji cykliny b

e Inhibitor wrzecion NOCODAZOL powoduje przedtuzanie bloku
M fazy poprzez degradacje wrzecion ktore musza by¢ nienaruszone
aby cyklina B ulegta degradacji ktora prowadzi do innaktywacji
MPF

e QOocyty aktywowane partenogenetycznie w obecnos¢ nocodazolu po
usunigciu inhibitora nie wchodza do interfazy w przeciwienstwie do
do tych samych oocytow ale aktywowanych przez zaptodnienie co
jest thumaczone roznymi wzorami w oscylacji jonow Ca2+

e Zaptodnione oocyty wykazuja zdolnosc do aktywacji nawet po
czasie jesli warunki beda psprzyjajace

e W aktywacji partenogentycznej w obecnosci nocodozolu dopiero
durga aktywacja etanolem lub innym czynnikem bez obecnosci
nocodazlu prowadzi do wyjscia z m fazy
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