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Summary

Evaluation of oocyte developmental competence has an important influence on the ability of these cells
to attain maturation, successful fertilization, development of embryo to the blastocyst stage and proper
implantation. Factors determining the reproductive potential of gametes included: (1) expression of
important transcription factors, (2) epigenetic changes, which influence the silencing of selected genes
transcription, (3) transcription regulation, and (4) post-transcriptional regulation. The epigenetic changes
mainly include: DNA methylation, histones modifications and changes in chromatin structure in the oocytes.
In several studies, the association between oocyte morphology (mostly determined by cumulus cell layers
and granularity of cytoplasm) and the ability of these cells to attain maturation and fertilization has been
described.

The use of biochemical, metabolomical and molecular markers is the most frequently applied tool in the
assessment of oocyte developmental competence. However, most of these methods are invasive and lead to
the decreased viability of the analyzed cells. Searching for new, objective and noninvasive techniques leads
to the development of a microfluidic chip system, which shows the physical (spectral) properties of oocytes
and embryos in comparison to the biological parameters.

In this article, selected issues associated with the genetic regulation of such processes as: maturation
of oocytes, fertilization and early stages of embryonic development, have been presented. Moreover, the
regulation of transcription and post-transcriptional modification during oogenesis and embryogenesis in
mammals, with special relation to pigs and the possibilities of applying of microfluidics in assessment of
oocyte and embryo developmental competence was shown.
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Kompetencja rozwojowa (developmental competen-
ce) oocytow jest definiowana jako zdolno$¢ tych ko-
morek do przejscia stadium dojrzewania, skuteczne-
go zaptodnienia, formowania zygoty oraz rozwoju
zarodka do stadium przedimplantacyjnego. Wiasciwy
przebieg wszystkich tych etapow warunkuje rowniez

* Praca wspotfinansowana z projektu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego nr N308 588 040.

skuteczng implantacj¢ oraz narodziny zdrowego po-
tomstwa. Opisano szereg mechanizmow regulujacych
te procesy (13). Naleza do nich, migdzy innymi, zmia-
ny molekularne, przejawiajace si¢ modulacja ekspre-
sji wybranych genéw, regulujacych wazne etapy zwia-
zane z rozwojem oocytow oraz réznicowaniem sig
zarodkéw. Regulacje molekularne tych procesow
polegaja réwniez na syntezie znacznych ilosci mRNA
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oraz biatek, ktoére gromadzone sa w cytoplazmie ko-
morek podczas dhugich etapéw roznicowania si¢ i doj-
rzewania zenskich gamet podczas follikulogenezy oraz
oogenezy. Zgromadzony w ten sposob mRNA stano-
wi matrycg do syntezy biatek regulujacych wazne eta-
py rozwoju zarodkow w stadium przedimplantacyjnym
az do momentu, w ktérym nastgpuje aktywacja geno-
mu zarodkowego (EGA — embryonic genome activa-
tion). EGA jest procesem wykazujacym wysoka spe-
cyficzno$¢ gatunkowa, poniewaz wystquJe ur6znych
gatunkow ssakow na roznych etapach roznicowania
si¢ blastomeréw zarodkowych.

Proces dojrzewania oocytow dzieli si¢ na dwa glow-
ne etapy: dojrzewanie jadrowe (zwane réwniez mole-
kularnym) oraz dojrzewanie cytoplazmatyczne (7).
Wiasciwy przebieg obu tych proceséw regulowany jest
,,komunikacja” pomigdzy komoérka jajowa a somatycz-
nymi komoérkami otaczajacymi. Szlaki ,.komunikacji”
wiaza si¢ z kontrolowanym przeptywem biatek regu-
lujacych procesy dojrzewania oocytu. Uktady trans-
portujace biatka tworzone sa gtownie przez struktury
zwane potaczeniami typu gap junction. Potaczenia te
przypominaja ,,bialkowe korytarze” i sa zbudowane
przez biatka wchodzace w sktad duzej rodziny konek-
syn (gtéwnie sa to koneksyny: 37,43 145, Cx 37, 43,
45). Bialka te wspottworza struktury potaczen typu gap
junction i sa uwazane za jedne z gldwnych markeréw
okreslajacych zdolno$¢ oocytow do dojrzewania. Ba-
dania wykazaty, Ze ekspresja Cx43 1 Cx45 oraz lokali-
zacja komorkowa kodowanych przez nie biatek zwia-
zane sa z morfologia oocytow oraz wielkos$cia peche-
rzykow jajnikowych, z jakich komorki te byly pozy-
skiwane. Rézna lokalizacja komorkowa tych bialek
(moga by¢ one zlokalizowane w ostonce przejrzystej
lub w cytoplazmie lub w obu tych strukturach) wska-
zuje, ze biatka te moga petni¢ odmienna funkcje w rdz-
nych strukturach komérkowych (5).

Proces zaptodnienia sktada sig¢ z etapow interakcji
oraz fuzji gamet (15, 17, 30) Oba te procesy podlega-
ja sc1slej regulacji na poziomie molekularnym. Eks-
presja wybranych biatek, takich jak biatka ostonki
przejrzystej (ZP1, ZP2, ZP3 oraz ZP3a) czy integry-
ny (integryna [-2, ITGB2), odgrywa kluczowa rolg
w tym procesie. W przeprowadzonych badaniach z ostat-
nich lat wykazano, ze ekspresja tych »markeréw za-
piodnlenla” (ZP2, ZP3, ITGB2) zwiazana jest z taki-
mi czynnikami, jak: w1ek dawczyn morfologia oocy-
tow oraz komorek wzgorka jajonosnego czy wielkosé
pecherzykow jajnikowych, z jakich pozyskiwane byty
oocyty (2, 3, 6). Wykazano ponadto, ze lokalizacja
komorkowa integryn (ITGB2) oraz bialtka ostonki
pI‘ZC_]I‘ZYSte] 3 (ZP3) w przypadku oocytow §win zmie-
niaja si¢ w zaleznosci od tego, czy ekspresjg tych bia-
tek oraz ich lokalizacjg¢ badano przed, czy po hodowli
in vitro (IVM — in vitro maturation). Znaczacy wzrost
ekspres;ji tych biatek odnotowano w oocytach podda-
nych procesowi dojrzewania in vitro (IVM). Ponadto,
w przypadku wigkszosci komodrek po [IVM badane biat-
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ka zlokalizowane byly w cytoplazmie, podczas gdy
w przypadku analizowanych komorek przed IVM lo-
kalizacja ta zmieniata si¢ na btonowa. Na podstawie
przytoczonych badan mozna zauwazy¢, ze ekspresja
genow warunkujacych wilasciwy przebieg procesow
dojrzewania i zaptodnienia oocytow podlega regula-
cji ze strony podobnych czynnikow (4, 5).

Morfologia oocytow jest kolejnym waznym para-
metrem zwigzanym z kompetencja rozwojowa tych
komorek. Klasyfikacja morfologiczna komorek jajo-
wych stanowi nadal jeden z gtownych kryteriow se-
lekcyjnych powszechnie stosowanych w procedurach
poprzedzajacych manipulacjg na oocytach, takich jak:
dojrzewanie in vitro (IVM), zaptodnienie in vitro (IVF
—in vitro fertilization) oraz produkcja zarodkow w wa-
runkach pozaustrojowych (IVP —in vitro production).
W okreslaniu jakos$ci morfologicznej oocytow, postu-
gujac si¢ standardowa ocena w mikroskopie $wietl-
nym, uwzglednia sig takie parametry, jak: liczba warstw
komorek wzgoérka jajonosnego (cumulus complex),
grubo$¢ ostonki przejrzystej (zona pellucida), zabar-
wienia i ziarnistosci cytoplazmy oraz strukturg ciatka
kierunkowego (12, 16). Wszystkie wymienione para-
metry wykazuja zwiazek z kompetencja rozwojowa
oocytdéw. Oocyty charakteryzujace si¢ obnizona war-
toscia wskaznikow morfologicznych nie moga osiag-
nac¢ petnej kompetencji rozwojowe;j.

Zgromadzony podczas follikulogenezy 1 oogenezy
mRNA staje si¢ matryca do syntezy bialek reguluja-
cych wazne etapy zwiazane z formowaniem zygoty
oraz poczatkowymi etapami rozwoju zarodkowego
w stadium przedimplantacyjnym. Rozwoj zarodkow
w tych stadiach do momentu, w ktéorym nastepuje
aktywacja genomu zarodkowego (EGA), odbywa si¢
na matczynym mRNA. Dlatego tez sugeruje sig, ze
zaburzenie etapow follikulogenezy lub oogenezy
W znaczacy sposob wplywa na niewtasciwa ilo$¢ zgro-
madzonego mRNA w oocytach cO nastgpnie moze
skutkowa¢ zaburzeniem rozwoju zarodkéw w stadium
przedimplantacyjnym.

Ponadto wykazano udziat plemnika we wczesnych
stadiach rozwoju zarodkowego. Postugujac si¢ mode-
lem mysim Ostermeier 1 wsp. (23) wykazali, ze nie-
ktore z transkryptow specyficznych dla plemnikow, jak
protamina 2 (PRM2) oraz klusteryna (Clu), moga by¢
przekazywane do komorki jajowej podczas zaptodnie-
nia. Sugeruje si¢ jednak, ze transkrypty te moga wply-
wacé w sposob toksyczny na komorke jajowa. Badania
te zostaly potwierdzone przez innych autorow, wyko-
rzystujacych pochodzace od $win oocyty, plemniki,
zygoty oraz zarodki w stadium dwukomoérkowym
(15). Jak dotad, badania nad istnieniem oraz prawdo-
podobna funkcja czasteczek mRNA w plemnikach
zwierzat byly prowadzone w niewielkim stopniu. Na-
tomiast w badaniach przeprowadzonych na plemni-
kach ludzkich wykazano wyrazne korelacje pomiedzy
ich iloscia a: (1) zdolno$cia plemnikow do zaptod-
nienia, (2) ruchliwoscia plemnikow oraz (3) rozwo-
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jem zarodkéw w stadium przedimplantacyjnym (9, 14,
18).

Molekularne aspekty embriogenezy

Pelna kompetencja rozwojowa oocytow jest osia-
gana po wlasciwym przebiegu procesu dojrzewania
jadrowego oraz cytoplazmatycznego. Podczas tych
stadiow informacja genetyczna ulega transkrypcji na
RNA, ktory nastqpnle Jest przechowywany 1 staje si¢
matryca do ,,przepisywania” informacji na biatko. Po
osiagnieciu stadium zaniku pgcherzyka zarodkowego
(germinal vesicle break down, GVBD) proces trans-
krypcji zostaje zatrzymany az do przejs$cia do stadium
metafazy drugiego podziatu mejotycznego (MII). Pod-
czas fuzji blon komoérkowych oocytu oraz plemnika
dochodzi do przesunigcia chromatyny plemnika
z ooplazmy oraz wznowienia i dokonczenia mejozy.
Chromatyna pochodzaca zaré6wno z plemnika, jak
1 oocytu tworzy oddzielne przedjadrza (pronucleus)
ktore nastepnie migruja do Srodkowej czesci cytoplaz-
my komérki jajowej. Podczas pierwszego podziatu
mitotycznego nastepuje rozpad przedjadrzy. Chroma-
tyna pochodzaca z plemnikow oraz oocytoéw wspot-
tworzy chromosomy formujace ptytke metafazowa,
z ktorej podczas cytokinezy wedruja one nastepnie do
przeciwleglych biegunow komorki. Specyfika pierw-
szych etapow rozwoju zarodkowego u $win polega na
tym, Ze po pierwszym podziale mitotycznym nastgpu-
je natychmiast synteza DNA z pominigciem fazy G1.
Po zakonczeniu syntezy DNA (nastgpuje to po okoto
12 godzinach (26)) zarodek wchodzi bezposrednio
w kolejny podziat mitotyczny z pominigciem posred-
niej fazy G2. Dopiero w stadium 4-komorkowym za-
rodek wchodzi w fazg G1, co jest zwiazane z aktywa-
cja transkrypcji (29). Czterokomorkowe stadium za-
rodka jest ponad dwukrotnie dtuzsze od stadium dwu-
komorkowego, co wynika z krotkiej fazy G1, a dhu-
giej fazy G2 (1). W momencie, gdy chromatyna nie
jest jeszcze zwiazana z polimerazami DNA, np. w fa-
zie G1 1 G2, cala transkrypcyjna biatkowa ,,maszy-
neria” zyskuje dostgp do chromatyny, aktywujac tym
samym syntez¢ RNA (25). W zwiazku z zahamowa-
niem lub aktywowana w niewielkim stopniu transkryp-
cja pomigdzy stadium GVBD a stadium 4-komorko-
wym zarodka wskazuje sig, ze stadium pgcherzyka za-
rodkowego (germinal vesicle, GV) kontroluje rozwdj
zarodka w pierwszych podziatach komoérkowych. Su-
geruje sig takze, ze zgromadzona podczas oogenezy
i follikulogenezy informacja genetyczna w formie
transkryptomu i proteomu musi by¢ wystarczajaca
w celu kierowania wlasciwym przebiegiem pierwszych
podzial(')w blastomerow zarodka oraz, co si¢ z tym
wiaze, osiagnigeia whadciwej konﬁguracp chromaty-
ny. Wszystkimi wymienionymi powyzej procesami kie-
ruje ekspresja $cisle okreslonych genow. W przypad-
ku niewtasciwej konfiguracji chromatyny moze do-
chodzi¢ do zahamowania rozwoju zarodka, co z kolei
moze by¢ wynikiem zaburzonej transkrypcji genéw,
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waznych z punktu widzenia rozwoju zarodka (34).
Widoczne jest to na przyktadzie zarodkow powstatych
na drodze klonowania (8). Po aktywacji genomu za-
rodkowego (EGA) u $win blastomery zarodkowe
podlegaja kolejnym podziatom do stadium 8-, 16-,
a nastgpnie 32-komodrkowego. Podczas tego etapu
dochodzi do obwodowego 1 niesymetrycznego roz-
mieszczenia blastomeréw zarodkowych, co skutkuje
formowaniem blastocysty z dwoch odmiennych typoéw
komorek, z ktérych kazda posiada swoj wlasny wzor
transkrypcyjny. Najwigksze zmiany w syntezie mRNA
nast¢puja w stadium 4-komorkowym oraz blastocys-
cie. Podlegaja one regulacji zarowno transkrypcyjnej,
jak i posttranskrypcyjnej (37).

Regulacja transkrypcji w oocytach oraz zarodkach

Wilasciwy przebieg oogenezy u ssakdéw, dojrzewa-
nie oocytow, zaptodnienie oraz poczatkowe etapy roz-
woju zarodkowego w stadium przedimplantacyjnym
sa regulowane oraz koordynowane przez ekspresje
,maszynerii”’ genowej, ktora jest Scisle okreslona, co
do czasu aktywacji oraz przestrzeni (37). Odnoszac
si¢ do wielu biatkowych czynnikow transkrypcyjnych,
ktére wiazac si¢ do sekwencji promotorowych wybra-
nych genéw, aktywuja transkrypcje, nalezy takze zwro-
ci¢ uwage, ze regulacja genetyczna poczatkowych sta-
diéw rozwoju zarodkowego odbywa si¢ na drodze
mechanizmow epigenetycznych. Epigenetyka oznacza
dziedziczne zmlany genetyczne, ktére sa zwiazane
z funkcja gendw, ale nie wiaza si¢ ze zmiang sekwen-
cji DNA. Mechanizmy epigenetyczne w oocytach oraz
zarodkach polegaja na: (1) metylacji DNA, (2) mo-
dyfikacji histondéw, (3) zmian struktury chromatyny
(remodeling) oraz zmianach w strukturze niekoduja-
cego RNA (non-coding RNA, ncRNA).

Metylacja cytozyny, wystgpujacej w formie wysp
dinukleotydowych CpG, odgrywa kluczowa role w re-
gulacji transkrypcjiu ssakow (10). W wigkszosci przy-
padkow zametylowanie sasiadujacych wysp CpG
w strukturze danego genu prowadzi do zahamowania
jego transkrypcji (11). Metylacja DNA jest procesem
katalizowanym przez trzy gtowne enzymy, nalezace
do grupy metylotransferaz, tj: DNMTI1, DNMT3a
1 DNMT3b. Badania wykonane przez Whitworth 1 wsp.
(37) wykazaty 20-krotny wzrost ekspresji mRNA dla
genu DNMT1 w oocytach w stadium GV oraz 4-ko-
moérkowym w porownaniu do blastocysty, podczas gdy
poziom ekspresji genu DNMT3b nie ulegat zmianie.
W procesie wyciszania ekspresji wybranych genow
uwzglednia si¢ cztery nastgpujace mechanizmy: (1)
bezposrednie zahamowanie ekspresji czynnika trans-
krypcyjnego wiazacego si¢ do zmetylowanych regio-
néw promotorowych danego genu, (2) aktywacje do-
datkowych korepresorow do zmetylowanych regionéw
sekwencji promotora poprzez wtaczenie w ten proces
szeregu bialek wiazacych si¢ do DNA, (3) remodeling
chromatyny, w ktérym posrednicza biatka zwiazane
z metylotransferazami oraz (4) wyciszenie wydajnos-
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ci etapu elongacji transkrypcji, bogatych w wyspy CpG
sekwencjach promotorowych wybranych genéw (21).

Regulacja post-transkrypcyjna

Wiele sposrod czasteczek RNA oraz bialek pocho-
dzenia ,,matczynego” ulega degradacji przez aktywa-
cj¢ microRNA lub wiazania si¢ bialek regulatorowych
do nie podlegajacych translacji sekwencji 3’ (28, 31).
Degradacja biatek pochodzacych z oocytow nastepuje
natychmiast po zap%odnlenlu Sugeruje si¢ istnienie
dwoch etapow degradacji: pierwszy z nich nastepuje
po zaplodnieniu, drugi natomiast po aktywacji geno-
mu zarodkowego (EGA).

Makroautofagia polega na zwiazaniu degradowa-
nych biatek 1 skierowaniu ich do autofagosomow, ule-
gajacych fuzji z lizosomami, w ktérych dochodzi do
degradacji (22). Proces ten jest regulowany migdzy
innymi poprzez biatko autofagowe 5 (ATGS), ktérego
wzrost ekspresji u myszy nastgpuje po zaptodnieniu
lub partenogenetycznej aktywacji oocytow. Aktywnosé
tego systemu spada natomiast w momencie obumar-
cia zarodkow w stadium 4-8-komérkowym (35). Whit-
worth i WSp. (37) wykazali obnizenie ekspresji biatka
ATGS u $win poczawszy od stadium GV oocytow,
poprzez stadium 4-komoérkowe az do catkowitego
spadku w stadium blastocysty. Ekspresja genu ATGS5
w oocytach 1 zarodkach §win moze by¢ zatem potwier-
dzeniem istnienia systemu makroautofagii takze u tego
gatunku zwierzat.

Rola badai mikrofluidycznych w ocenie
kompetencji rozwojowej oocytow oraz zarodkow

Ocena kompetencji rozwojowe]j oocytow oraz za-
rodkow polega na okreslaniu profili biochemicznych,
molekularnych oraz metabolicznych analizowanych
komorek (13, 19). W wigkszos$ci przypadkow badania
te zwiazane sa z duza inwazyjnoscia i/lub prowadza
do utraty zywotnosci analizowanych komorek. Dlate-
go tez poszukuje si¢ nowych, nieinwazyjnych metod
oceny kompetencji rozwojowych oocytow oraz zarod-
kow, ktore bylyby w petni obiektywne, zautomatyzo-
wane, szybkie w wykonaniu oraz tanie.

Termin ,,mikrofluidyka” oznacza badanie witasci-
wosci fizykochemicznych cieczy przeptywajacych
przez uktady kapilarne mikrochipéw. Badania te zna-
lazly réwniez powszechne zastosowanie w biotechno-
logii oraz medycynie (20). Wyniki badan ostatnich lat
wskazuja takze na mozliwo$¢ wykorzystania mikro-
fluidyki w ocenie wlasciwosci oocytow oraz zarod-
koéw ssakéw. Mikrochip stosowany w tego typu bada-
niach zbudowany jest z mikrokomory, do ktorej za
pomoca kanatow doprowadzajacych wprowadzany jest
oocyt lub zarodek, oraz dwoch lub czterech §wiatto-
wodow. Funkcja swiattowodow polega na zbieraniu
fali §wiatla emitowanego ze Zrédla. Po wprowadzeniu
komorki (oocyt lub zarodek) do mikrokomory docho-
dzi do pomiaru jej wlasciwosci spektralnych, odno-
szacych si¢ gldwnie do grubosci ostonki przejrzystej
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Ryec. 1. Schemat budowy mikrochipu fluidycznego (Lab-on-
-Chip) stosowanego w ocenie wlasciwosci spektralnych oocy-
téw oraz zarodkow ssakow. Widok z gory

Mikrochip zbudowany jest z dwdch swiattowodow, odbieraja;
cych falg $wiatta emltowanego ze zrodla (A), krzyzu]qcych sig
w komorze pomiarowej. Do komory pomiarowej mikrokanatem
doprowadzajacym wprowadzana jest komorka jajowa lub zaro-
dek. Srednica kanatu mikrofluidycznego wprowadzajacego i wy-
prowadzajacego komorki do komory pomiarowej wynosi 250 pm

1 blony komorkowej oraz ziarnistosci i zabarwienia
cytoplazmy.

W literaturze dostepnych jest jednak niewiele da-
nych, odnoszacych si¢ do mozliwosci wykorzystania
systemow opartych na mikrochipach fluidycznych
w biologii rozrodu (24, 27, 36, 37). Jedne z pierwszych
badan dotyczacych analiz wlasciwos$ci spektralnych
komorek jajowych i zarodkdw zostaty wykonane przez
Szczepanskzu wsp. (32). Analizy te dotyczyty oocy-
tow $win oraz bydta, podzielonych na, odpowiednio,
trzy 1 cztery klasy morfologiczne (oparte na klasyfi-
kacji morfologicznej opracowanej przez Jackowska
1 wsp. 12). Wykazano r6znice w maksymalnych war-
tosciach spektralnych w przypadku oocytow $swin
(620 nm) oraz bydta (580 nm). Ponadto przedstawio-
no charakterystyki spektralne dla oocytow swin izolo-
wanych z pecherzykow jajnikowych o roznej wielkos-
ci (matych — <3 mm, $rednich — 3-5 mm oraz duzych
->5 mm) Kolejne badania tego zespotu potwier-
dzﬂy wczesniejsze wyniki odnoszqce si¢ do specyficz-
nosci maksimum spektralnego, roznego dla oocytéw
$win 1 bydta (33). Sugeruje to, ze opracowany uktad
mikrochipu fluidycznego analizujacy wtasciwosci
spektralne badanych komorek jest systemem okresla-
jacym jakosc¢ oocytdw, odnoszac si¢ do ich morfologii
oraz kompetencji rozwojowe;.

Podsumowanie

Przedstawiono wybrane zagadnienia zwiazane
z oceng kompetencji rozwojowej oocytow oraz zarod-
kow ssakow ze szczegdlnym uwzglednieniem specy-
fiki szeregu procesow biochemicznych oraz rozwojo-
wych u §win. Warto podkresli¢, ze wiele sposrod tych
procesow podlega $cistej regulacji genetyczneJ pole-
gajacej na aktywacji ekspresji wybranych genéw lub
czynnikow transkrypcyjnych. Ponadto zastosowanie
nowych, nieinwazyjnych technik oceny kompetencji
rozwojowej oocytow w postaci mikrochipéw fluidycz-
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nych otwiera przed nami nowe mozliwosci zastoso-
wania wlasciwosci fizycznych (spektralnych) badanych
komorek w opisywaniu cech biologicznych. Mimo iz
wstepne wyniki badan sa obiecujace, nalezy przepro-
wadzi¢ szereg kolejnych analiz korelacji parametrow
spektralnych ze zdolnos$cia komorek jajowych i zarod-
kéw do wzrostu 1 rozwoju.
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