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Wprowadzenie

W normalnych warunkach oocyty myszy sg zaptadniane podczas bloku
metafazy Il

Whikniecie plemnika prowadzi do ukonczenia |l podziatu mejotycznego,
wyrzucenia |l ciatka kierunkowego i przejscie do interfazy zygotycznej
Dojrzewajgce oocyty nie ulegajg aktywacji po wniknieciu plemnika
Whikniecie plemnika do oocytow w prometafazie | lub metafazie | (M)
prowadzi do utworzenia skondensowanych chromosomow z jgdra plemnika
Reakcja chromatyny plemnika i oocytu zalezy od liczby plemnikow, ktore
whniknety:

» WYysoka polispermia —> jgdra przechodzg do interfazy

» Mono- lub oligospermia —> opodznienie dojrzewania oocytu; nieznaczne
wptyniecie na skondensowang morfologie chromosomow oocytu

» 4-6 plemnikow —> efekt posredni: dojrzewanie czesto zablokowane w
MI; chromosomy oocytu skondensowane; jgdro plemnika nie tworzy
chromosomow, pozostaje jako masa zrekondensowanej chromatyny

Podanie puromycyny lub cykloheksymidu (inhibitory syntezy biatek)
oocytom MI powoduje ich przejscie do interfazy. Jednakze po usunigciu
iInhibitora chromatyna ponownie ulega kondensacji

Zahamowanie syntezy biatka w oocytach MIl skutkuje ich
partenogenetyczng aktywacjg



Cel

* Pokazanie, ze zdolnosc¢ do aktywacji
mysich oocytow rozwija sie stopniowo po
tym jak wejdg w blok M|

» Czas nabycia zdolnosci do aktywacji
zalezy od sposobu aktywaci



Materiaty i metody

Myszy F1
(Potomstwo krzyzéwki CBA/H x C57B1/10)

|

Zastrzyk z PMSG

148-52 godz.

Zastrzyk z HCG

10-10,5 godz.l lPo 11 godz.

Pobranie oocytéw poprzez
naktucie pecherzykow Pobranie oocytow z banki

jajnikowych \ / jajowodow



|

Pozywki M2 + BSA

|

Roztwor hialuronidazy w PBS
(usuniecie kom. pecherzykowatych)

|

Kwasny roztwoér Tyrode’a,
a-hymotrypsyny lub 0,5% pronaza
(usuniecie ostonki przejrzystej)

|

Odpipetowanie |
ciatka kierunkowego



Oocyty 4-tygodniowych
samic F1 z nienaruszonym
pecherzykiem zarodkowym

|

Hodowla w pozywce
Whitten’a pod ptynna parafing
(37°C; 5% CO,)

Traktowanie oocytéw 8%
roztworem etanolu

|

Ptukanie w pozywce M2

|

Hodowla w pozywce
M2 pod ptynna parafing
(37°C)



Pobranie spermy 4-5-miesiecznych samcoéw
F1 z ogona najadrzy

|

Kapacytacja
(1 godz. w pozywce Whittingham’a)
(37°C; 5% CO.,)

Rozcienczenie zawiesiny plemnikéw
(do 1x10° plemnikéw/ml)

|

Zmieszanie zawiesiny plemnikéw z oocytami
pozbawionymi ostonki przejrzystej

110 min.

Usuniecie oocytow z zawiesiny plemnikéw



Czas

* Wiekszosc oocytow myszy F1 wyrzuca | ciatko
kierunkowe 11 godz. po podaniu HCG

« Naturalny okres zaptodnienia in vivo wynosi od
13 do 18 godz. od podania HCG. Proces jest na
pewno zakonczony w 20 godz. od wstrzykniecia
HCG

* Okres czasu wybrany do doswiadczen (11-21,5
godz.) w petni pokrywa okres w ktorym oocyty
sg naturalnie zaptadniane



Aktywacja partenogenetyczna

Typy reakcji oocytow na stymulacje
partenogenetyczna:

*MIl (brak reakcji)
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FIG. 1. Types of response of mouse M II oocytes to parthenogenetic
stimulus (A) and sperm penetration (B). The drawings show oocytes
as they were under the experimental conditions described in this
paper, i.e., without the zona pellucida and without the first polar
body.




Aktywacja partenogenetyczna

Typy reakcji oocytow na stymulacje
partenogenetyczna:

*MIl (brak reakciji)

*MIII (przejscie do kolejnej metafazy;
wyrzucenie |l ciatka kierunkowego)

40 chromatids min
stage

elophase nucleus
stage

telophase nucleu
stage

@/ \@

reticular nucleus pmnuclear
stage stage

@

pronuclear
stage

Fi1G. 1. Types of response of mouse M II oocytes to parthenogenetic
stimulus (A) and sperm penetration (B). The drawings show oocytes
as they were under the experimental conditions described in this
paper, i.e., without the zona pellucida and without the first polar
body.




Aktywacja partenogenetyczna

Typy reakcji oocytéw na stymulacje
partenogenetyczna:

*MIl (brak reakciji)

*MIII (przejscie do kolejnej metafazy; wyrzucenie
Il c.k.)

«Stadium 40-chromatydowe

Fi1G. 1. Types of response of mouse M II oocytes to parthenogenetic

stimulus (A) and sperm penetration (B). The drawings show oocytes
as they were under the experimental conditions described in this
paper, i.e., without the zona pellucida and without the first polar
body.




Aktywacja partenogenetyczna

40 chromatids
stage

tetophase nucleus telophase nucleus
stage st age

reticular nucleus pron uclear
stage stage

pronuclear
stage

FIG. 1. Types of response of mouse M II oocytes to parthenogenetic
stimulus (A) and sperm penetration (B). The drawings show oocytes
as they were under the experimental conditions described in this
paper, i.e., without the zona pellucida and without the first polar
body.

Typy reakcji oocytéw na stymulacje
partenogenetyczna:

*MIl (brak reakciji)

*MIII (przejscie do kolejnej metafazy; wyrzucenie
Il c.k.)

«Stadium 40-chromatydowe

-Stadium jadra telofazowego




Aktywacja partenogenetyczna

40 chromatids
stage

tetlophase nucleus telophase nucleus
stage st age

reticular nucleus pron uclear
stage stage

pronuclear
stage

FIG. 1. Types of response of mouse M II oocytes to parthenogenetic
stimulus (A) and sperm penetration (B). The drawings show oocytes
as they were under the experimental conditions described in this
paper, i.e., without the zona pellucida and without the first polar
body.

Typy reakcji oocytéw na stymulacje
partenogenetyczna:

*MIl (brak reakciji)

*MIII (przejscie do kolejnej metafazy; wyrzucenie
Il c.k.)

«Stadium 40-chromatydowe
*Stadium jgdra telofazowego

Stadium jadra retikularnego



Aktywacja partenogenetyczna
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FIG. 1. Types of response of mouse M II oocytes to parthenogenetic
stimulus (A) and sperm penetration (B). The drawings show oocytes
as they were under the experimental conditions described in this
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body
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-Stadium przedjadrza (przejscie do interfazy)



Aktywacja partenogenetyczna

TABLE 1
TyPES OF RESPONSE OF MOUSE OOCYTES TO A PARTHENOGENETIC STIMULUS (8% ETHANOL) APPLIED AT VARIOUS TIMES
AFTER HCG INJECTION OF THE MOUSE DONOR

Types of reaction (%)

Age of oocytes e A B e R L R R R e R R R R O T
(hr after HCG 40-chromatids Telophase Reticular Pronuclear Total number
injection) stage nucleus stage nucleus stage stage of oocytes

11 1.7 1.7 = 34 59
13 : 13 13 — 45.6 224
16 : — ; 13.3 . 69.5 105
17.5 18 ; 54 1.8 87.5 56
21.5 = = == 100 91

Zdolnos¢ oocytow MIl do normalnej aktywacji jest
osiggana stopniowo:

*Poczatkowo nie reagujg (pozostajg w Mil)

*Pozniej sg zdolne ukonczyc Il podziat mejotyczny i wyrzucic |l
c.k. ale nie tworzg przedjadrzy

*Ostatecznie sg w stanie ukonczy¢ podziat i przejs¢ do interfazy



Zaptodnienie In vitro

* Oocyty zaptadniane miedzy 13 a 17 godz.
po zastrzyku z HCG tworzg przedjadrza

* Doswiadczenie przeprowadzono wiec
pomiedzy 11 a 13 godz. od podania HCG



Zaptodnienie In vitro
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FIG. 1. Types of response of mouse M II oocytes to parthenogenetic
stimulus (A) and sperm penetration (B). The drawings show oocytes
as they were under the experimental conditions described in this
paper, i.e., without the zona pellucida and without the first polar
body.
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Zaptodnienie In vitro

Zachowanie jadra plemnika zalezy od typu reakcji oocytu:

*Oocyt w stadium Mll lub MIll —> jadro plemnika przechodzi

dekondensacje, nastepnie rekondensacje a pozniej tworzy wyrazne
chromosomy

6 godz. po zaptodnieniu 8 godz. po zaptodnieniu



Zaptodnienie In vitro

Zachowanie jadra plemnika zalezy od typu reakcji oocytu:

*Oocyt w stadium Ml lub MII —> jgdro plemnika przechodzi

dekondensacje, nastepnie rekondensacje a pozniej tworzy wyrazle
chromosomy

*Oocyt w stadium jgdra telofazowego —> jgdro plemnika tworzy gestg
grudke chromatyny




Zaptodnienie In vitro

TABLE 2
TYPES OF RESPONSE OF MOUSE Q0OCYTES TO FERTILIZATION IN VITRO
AT VARIOUS TIMES AFTER HCG INJECTION

Types of reaction (%)

Age of oocytes Telophase Total
(hr after HCG nucleus  Pronuclear  number

injection) MII MIII stage stage of oocytes
R L e e it BRSSP R S e DT

Monospermy
11 156 188 65.6 32
12 — 6.9 . 86.2 29
13 = 100 35

Dispermy
11 : 82.3 17
12 — 100 4
13 100 22

Polispermia:
*Sposrod 57 oocytdw wszystkie oprocz jednego przeszty do interfazy
*Przy wniknieciu 3-4 plemnikdw powstawaty powiekszajgce sie przedjgdrza

*Przy wniknieciu 5 i wiecej plemnikéw powstawato tylko jedno przedjgdrze
(prawdopodobnie zenskie), a jadra plemnikow zostaty zablokowane w rozwoju



Zaptodnienie In vitro

* Rodzaj reakcji oocytu zalezy zarowno od
czasu podania HCG (wieku oocytu) jak |
liczby wniknietych plemnikow

* Typ reakcji oocytu zalezy od rodzaju oraz
,Sity” bodzca stymulujgcego do aktywacji
-polispermia ma silniejszy efekt niz monospermia

-wnikniecie jednego plemnika jest bardziej skuteczne niz
zadziatanie bodzcem partenogenetycznym (8% etanol)



Oocyty MIII

* Powstajg gdy oocyty MIl sg w stanie
wznowic ruch anafazowy i wyrzucic Il c.k.

lecz nie sg w stanie przejsc¢ do interfazy

» Cechg charakterystyczng stadium MII| jest

tatwe odpadanie Il c.k. 2-3 godz. od jego
wyrzucenia



Oocyty MIII

Doswiadczenia badajgce nature bloku MIlI:

1.

ponowne traktowanie oocytow MIll etanolem (2,5-4 godz. po
pierwszym razie) —> 3 sposrod 43 oocytow MIIl wyrzucito 1l c.k.
(2 uformowaty przedjgdrza, a trzeci wszedt w MIV), pozostate
pozostaty w MIII

50 oocytéw MII (potraktowanych etanolem 14 godzin po zastrzyku
z HCG), 5 godz. pozniej poddano ponownie dziataniu etanolu —>
/8% pozostato w MII, pozostate przeszty do MIll (8%), utworzyty
retikularne (2%), telofazowe (6%) jadra lub normalne przedjgdrza
(6%)

kontrola: Sposrod 51 oocytow (19 godz. od zastrzyku z HCG)
traktowanych po raz pierwszy etanolem, wiekszosc¢ (88,4%)
utworzyta przedjadrza.



Oocyty MIII

Doswiadczenia badajgce nature bloku MIII:

3.

4.

hodowla oocytow MIIl w pozywce z puromycyng —> prawie
wszystkie utworzyty przedjgdrza (jeden pozostat w Mlll)

zaptodnienie in vitro oocytow MIlI (traktowanych 4-5 godz.
wczesniej etanolem) —> we wszystkich zaptodnionych oocytach
nastgpito wyrzucenie lll c.k., a jgdra plemnikow przeszty
dekondensacje i przeksztatcity sie w przedjadrza.

4 zaptodnione oocyty hodowano przez noc w obecnosci
kolcemidu —> w 3 przypadkach nastgpit rozpad przedjadrzy
ujawniajgc 2 grupy chromosomow: jedng 20 chromosomowag
(meskg) oraz jedng mocno aneuploidalng: 7,8 lub 9
chromosomow (zenska)
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Wnioski

Zdolnosc¢ oocytow do aktywacji rozwija sie stopniowo podczas bloku
Ml

Czas w ktérym oocyty sg zdolne do petnej aktywac;ji jest rozny dla
roznych bodzcow (oocyty w 13 godz. sg w petni zdolne do aktywac;i
przez plemnik, w przeciwienstwie do dziatania etanolem)

Ruch anafazowy i przejscie do interfazy to 2 niezalezne procesy:
oocyty MIll powstajg gdy w oocytach MIl zachodzi ruch anafazowy
ale brak jest przejscia do interfazy; w obecnosci kolcemidu oocyty
MIl sg w stanie przejs¢ do interfazy

Blok MllI jest podobny do bloku Mil

Mechanizm |lI podziatu nie jest typowy: rozdziatowo ulegajg
jednochromatydowe chromosomy



