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Wstep

rozpoczecie dojrzewania mejotycznego w oocytach kregowcow
zapoczatkowne jest rozpadem btony jadrowej w pecherzykach
zarodkowych (GVBD) i kondensacja chromatyny do stadium
metafazy. Oocyty przechodza pierwszy podziat mejozy, a nastepnie
zostajg zablokowane w metafazie Il - az do zaptodnienia.

Mechanizm odpowiedzialny za utrzymanie chromosomow w stadium
skondensowanym u dojrzewajacych oocytow zostat zbadany przez
wprowadzenie do cytoplazmy oocytu jadra interfazowego z komorki
somatycznej.

Wyniki pokazaty, ze u wielu gatunkow wzrost oocytow indukowany
jest przez aktywnosc¢ cytoplazmatyczng, ktora powoduje
transformacje jadra interfazowego do chromosomow metafazowych.

Przeprowadzono inseminacje lub iniekcje dojrzewajacych oocytow -
jadra plemnikow nie uformowaty chromosomow metafazowych.
Zamiast tego powiekszyty sie lub utworzyty przedjadrze.

Brak aktywnsci cytoplazmatycznej u dojrzewajacych oocytow ktora
powodowataby transformacje jadra plemnika do metafazowych
chromosomow.




Cel doswiadczenia:

Pogodzenie rozbierznosci pomiedzy wynikami
otrzymanymiw przypadku wprowadzenia do
cytoplazmy oocytu jadra plemnika lub interfazowego
jadra somatycznego.

Zbadanie zmian morfologii jader plemnikow i
chromatyny matczynej po zaptodnieniu oocytow.




Materiaty i metody:

Oocyty:
dojrzate ptciowo myszy (CD-1)
PMSG - gonadotropina z surowicy ciezarnych klaczy
Sekcja 44-48 h pozniej

Izolacja jajnikow - przeniesienie do zmodyfikowanej pozywki L-15 z dodatkiem

50pg/ ml dbcAMP (zapobiega spontanicznemu rozpadowi pecherzyka zarodkowego
podczas selekcji oocytow)

Naktuwanie pecherzykow jajnikowych i izolacja oocytow
Przeniesienie do pozywki Brinstera - inkubacja 37C, 5%C0O2
2h - prometafaza |

8-9h - metafazall

18 - 21h - metafaza ll




Usuniecie ostonek przejrzystych:

e 0,05% a-chemotrypsyna w pozywce DME - 37C, 1 min
® Przeniesienie z pomoca mikropipety do pozywki L-15, ptukanie.

e Selekcja - oocyty catkowicie pozbawione otoczniki i komorek
pecherzykowych.

e Przeniesienie do falkonu z pozywka F - mozliwe zaptodnienie




Zawiesina plemnikéw

Dojrzate ptciowo myszy CD-1

Sekcja i wypreaprowanie nasieniowod - w pozywce F,
usuniecie tkanki ttuszczowej

Wycisniecie plemnikow z nasieniowodow - zawiesina w 0,5ml
pozywkKi F

Inkubacja przez 15 minut w 37C

75ul zawiesiny rozcienczonow 0,5ml pozywki F, inkubacja 45
minut.




Inseminacja oocytow:

Odmierzona objetosc rozcienczonej zawiesiny plemnikow
zostat dodany do 3037 godetek zawierajacych oocyty
zawieszonew 0,5 ml pozywki F.

Rozne godetki otrzymat rozne objetosci zawiesiny plemnikow
- w celu otrzymania roznych polispermii w kazdym
doswiadczeniu.

Kazda godetka 20-50 oocytowi 0,5-50 ul rozcienczonej
zawiesiny plemnikow.

Mieszanie komorek jajowych i plemnikow inkubowano 45 min.

Oocyty przeniesiono do zmodyfikowanej pozywki Whitten
(zmniejszenie stezenia NaCl z 88 mM do 71 mM) na 3-30h.




Utrwalanie i barwienie:

e QOocyty zostaty utrwalone przez kilka minut w roztworze
utrwalacza - etanol, woda i kwas octowy (8:3:3)

e W celu szczegotowego badania chromosomow - metoda
Tarkowskiego. Oocyty na kilka minut umieszczonow 1%
roztworze cytrynianu sodu, a nastepnie w matych grupach
przeniesiono w kroplach utrwalacza na szkietka i wysuszono.

e Utrwalone oocyty wybarwiono barwnikiem Giemsy .




WYNIKI

1. Inseminacjaw petni dojrzatych oocytow - GVBD i wyrzut |
ciatka kierunkowego.

12 h po inseminacji:

74% (114/155) - wyrzucenie Il ciatka kierunkowego,
wyksztatcenie przedjadrza zenskiego i jednego lub wiecej

przedjadrzy meskich.

26% (36/155) - nie wyksztatcito przedjadrza meskiego ale u

niektorych wyrzut Il ciatka kierunkowego i przedjadrze
zenskie.




2. Inseminacja dojrzewajacych oocytow (prometafaza | lub meta

Monospermia
e Proba kontrolna - oocyty ktore nie zostaty zaptodnione podczas inseminacji

Prometafazal

9h po inkubacji:

19% (5/27) oocytow, ktore zostaty zaptodnione osiggneto stadium metafazy li

44% (18/41) - oocytow niezaptodnionych osiggneto stadium metafazy Il

12 h po inkubacji

82% (31/38) oocytow, ktore zostaty zaptodnione osiggneto stadium metafazy li

89% (32/36) - oocytow niezaptodnionych osiagneto stadium metafazy lI




Metafaza |

9h po inkubacji

>90% oocytow zaptodnionych i niezaptodnionych osiagneto stadium metafazy Il




Morfologia matczynych chromosomow w oocyta
prometafazie I. 18h inkubacii.

Figure | Morphology of the maternal chromosomes in oocytes inseminated at prometaphase [ and incubated for 18 h. (@) Control oocyte; (b)
monospermic oocyte; (¢) highly polyspermic oocyte (7 sperm). Bar, 10 um.




Wptyw polispermii na mejoze oocytow i morfologie
matczynych chromosomow.

e oocyty w prometafazie |, inkubacja 18 h
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Figure 2. Effect of polyspermy on oocyte meiosis. Oocytes at pro-
metaphase | were inscminated and incubated for =18 h. Oocytes
were classified as metaphase 11 if they contained one or two groups
of 20 dyads. The number of oocytes examined are shown along the
abscissa.




~
’

6
NO OF SPERM PER OOCYTE

Figure 3. Effect of polyspermy on maternal chromosome morphol-
ogy. Oocytes at prometaphase | (solid line) or metaphase 1 (dotted
line) were inseminated and incubated for =18 h. The numbers of
oocytes examined are shown along the abscissa.

e Dekondensacja lub pyknoza chromosomow matczynych
moze byc wywotane przez mniej plemnikow, jesli komorki
jajowe zostaty zaptodnione w metafazie | niz w przypadku
zaptadniana w prometaphase I.

e Wysoki stopien polispermii hamuje zdolnos¢ oocytow do
utrzymania chromosomow matczynych w stadium
metafazy Il.




Zmiany morfologii jadra plemnika w kontakcie z cytopl
oocytu.

MONOSPERMIA

e Utrwalanie oocytow w 3h odstepach czasowych po inseminacji.

Figure 4. Changes in the morphology of the sperm chromatin in monospermic oocytes, inseminated at prometaphase | and incubated for the
indicated lengths of time. (@) Untransformed sperm nucleus (0 h); (b) dispersed chromatin (3 h); (c) mass of recondensed chromatin (sp), with
maternal chromosomes (00) at metaphase 1 (9 h); () chromosomal arms projecting from the mass (12 h); (¢) individually separated sperm
chromosomes (18 h), (/) individually separated sperm chromosomes (sp), mingled with darker-stained maternal chromosomes (00) at metaphase
11 (18 h). Bar, 10 gm.
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Figure 5. Sequence of changes in sperm chromatin morphology in
monospermic oocytes. Oocyies at prometaphase | (4) or metaphase
| (B) were inseminated and incubated for 3-18 h. The sperm chro-
matin was classified according to cnitena descnbed in the text. The
bars do not sum to 100% at every time point, since the sperm in
some oocytes could not be classified into any of these categories. The
numbers of oocyles examined are shown along the abscissa. 0, Dis-
persed chromatin; B mass of recondensed chromatin; I metaphase
chromosomes.

Zaleznos¢ zmiany morfologii chrc
plemnika w dojrzewajacych oocyta
czasu inkubaciji.

A - oocyty inseminowane w prometafazie |
B - oocyty inseminowane w metafazie |

po 18 h inkubacji—ponad 90% chrmosomdéw
ojcowskichw stadium metafazy |l.

tworzenie chromosomow metafazowych zachodzinieco
szybciejgdy inseminowano oocyty w metafazie I.

oocyty inseminowane w prometafazie | — u 2/3 doszto
do wymieszania chromosomow ojcowskichi
matczynych niezaleznie od czasu inkubacji (po 151
24h)

oocyty inseminowanow metafazie | — po 15-18 h
inkubacjichromosomy ojcowskie i matczyne byty
odseparowane, do wymieszania doszto po 20-24h
inkubaciji.




Wptyw polispermii na transformacje jader plemnikow do
chromosomow metafazowych.

:

2-3 plemniki - jadra plemnikéw przechodza
takie same zmiany jak w przypadku
monospermii. Zostaja przeksztatcone w
metafazowe chromosomy .

3

4 plemniki - u 1/3 oocytow transformacja
jader plemnikow do metafazowych
chromosomow.

o

>4 plemniki- zadne jadro nie transformuje do
metafazowych chromosomow. Zamist tego
tworza masy chromatyny, ktére moga
mieszac sie z chromatyna matczyna.

METAPHASE SPERM CHROMOSOMES
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Figure 7. Effect of polyspermy on transformation of sperm nuclei
into metaphase chromosomes. Oocytes at prometaphase | (solid line)
or metaphase | (dotied line) were inseminated and incubated for =18
h. Within each oocyte, either all or none of the sperm nuclei had
formed metaphase chromosomes. The numbers of cocytes examined
are shown along the abscissa.




POLISPERMIA

Wptyw na zmiany morfologii jadra plemnikow.

e Jezeli wiecej niz jeden plemnik przeniknie do komorki jajowej, wszystkie jadra
plemnikow poddane zostaja tej samej przemianie morfologicznej.

Oznacza to, ze cytoplazma oocytu wywiera jednolity wptyw na wszystkie jadra
plemnikow, ktore znajduja sie w jej obrebie.

Rodzaj przemian w jadrach plemnikow zalezy od liczby plemnikéw jaka przenikneta do
oocytu.




Morfologia chromatyny plemnikow.
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Figure 6. Morphology of sperm chromatn in polyspermic oocytes, inseminated at prometaphase | and incubated for 218 h. (a) Oocvte
penetrated by three sperm. Metaphase sperm (sp) and maternal (00) chromosomes are visible. (b) Oocyte penetrated by five sperm. Sperm
chromatin masses (sp) and metaphase maternal chromosomes (¢0) are visible. (¢) Oocyte penetrated by seven sperm. Six sperm chromatin
masses (sp) and decondensed maternal chromatin (00) are visible. Bar, 25 um. (/aser) Higher magnification of sperm chromatin within another
highly polyspermic oocyie. Bar in inset, 10 gm.

W oocytach zaptodnionych przez 4-6 plemnikéw - jadra plemnikow tworza
skondensowane masy chromatyny

W komorek jajowych, ktore byty penetrowane przez >6 plemnikow - jadra plemnikow

tworzg masy chromatyny, ktore sg wieksze i lekko zabrudzonej, chromatyna matczyna
ulega dekoncentracjilub pyknozie.



Porownanie zachowania jader plemnikowych i somatycznych w
cytoplazmie oocytu.

Proces kondensacji chromatyny i tworzenia chromosoméw zachodzi inaczej w
oocytach z jadrami somatycznymi, a inaczej z plemnikami

Tworzenie chromosomow plemnikowych wymagane co najmniej 12h, natomiast
transformacja jader somatycznych <2 h.

Liczba jader plemnikow, ktore moga by¢ przeksztatcone w metafazowe
chromosomy w obrebie jednego oocytow jest ograniczona do 3 lub 4, natomiast
np. do 15 jader tymocytow moze tworzy¢ metafazowe chromosomy po fuzji do
komorki jajowej.

Za ta roznice moga odpowiadac strukturalne i molekularne réznice miedzy
chromatyna plemnikowa i somatyczna.

Chromatyny plemnikow jest bardzo skondensowana i podlega wstepnej dyspersji
przed kondensacjqa i rozpoczeciem metafazy. Chromatyny w jadrach somatycznych
jest bardziej rozluzniona, dlatego jej kondensacji do stanu metafazy moze
rozpoczac sie natychmiast po znalezieniu sie w cytoplazmie oocytu.

Chromatyna jader somatycznych zawiera histony, chromatyny plemnikow -
protaminy, ktore musza byc zastgpione przez histony przed transformacjia
chromosomow do stadium metafazy.




PODSUMOWANIE

Zachowanie jadra plemnika w oocycie dojrzewajgcym:

Poczatkowo chromatyna ulega dekondensacji (rozproszeniu) by po
paru godzinach rekondensowac tworzac matg mase chromatyny.

Chromatyna ta moze nastepnie kondensowac i utworzy¢ metafazowe
chromosomy

Proces ten zajmuje ok 12-18 h w cytoplazmie oocytu.

W wielu oocytach chromosomy matczyne i ojcowskie mieszajg sie co
swiadczy o tym, ze biorg wspolnie udziat w tworzeniu wrzeciona
podziatowego.




Po inseminacja niedojrzatych oocytow lub w petni dojrzatyct
plemnika nie przeksztatca sie w chromosomy metafazowe
(niedojrzaty - bez zmian, dojrzaty - przedjadrze meskie).

Jeden oocyt moze przeksztatci¢ max. 3-4 jadra plemnikowe do
stadium metafazy

Zwigzane jest to z wystepowaniem czynnika cytoplazmatycznego
wymaganego do tych przemian. Czynnik ten reaguje w stosunku
stechiometrycznym z chromatyna plemnika. Jego ilos¢ w jednym
oocycie jest wystarczajaca do transformacji 3-4 plemnikow.

Jezeli do oocytu dostang sie wiecej niz 4 plemniki to zadne jadro nie
przeksztatci sie do stadium metafazy - jednakowy wptyw na
wszystkie jadra. Zamiast tego powstang mate masy skondensowanej
chromatyny.

W przypadku duzej polispermii nie tylko jadra plemnikow nie
przeksztatcity sie w chromosomy metafazowe ale takze chromatyna
matczyna dekondensowata lub ulegata pyknozie.




