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S u m m a r y

Suboptimal conditions of oocyte maturation and embryo culture in vitro re-
duce their developmental competence as compared to in vivo development. It is
well known now that some IVF blastocysts, despite a proper morphology, are
not able to hatch and implant after transfer. Therefore, it is suggested that dur-
ing in vitro culture embryos show an ability to adjust to suboptimal conditions,
which is however accompanied by changes in gene expression pattern resulting
in reduced quality. Although gene expression analysis, as an invasive method, is
considered as an indirect way of embryo quality evaluation, it provides valuable
data on the processes crucial for growth and development.
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1. Wprowadzenie

Powszechnie wiadomo, ¿e potencja³ rozwojowy zarodków
byd³a uzyskiwanych w warunkach laboratoryjnych jest znacznie
ni¿szy w porównaniu z zarodkami rozwijaj¹cymi siê in vivo. Pra-
wid³owe morfologicznie blastocysty pozyskane in vitro po prze-
niesieniu do biorczyni charakteryzuj¹ siê istotnie ni¿szym po-
tencja³em rozwojowym, a ró¿nice te s¹ szczególnie widoczne po
przeniesieniu do macicy blastocyst poddanych uprzednio mro-
¿eniu (efektywnoœæ implantacji 10-40% in vitro, 40-70% in vivo) (1).
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Pomimo wieloletnich badañ i optymalizacji procedur, tylko 30-40% niedojrza³ych
oocytów bydlêcych osi¹ga stadium blastocysty po zap³odnieniu w warunkach in vitro.
Oznacza to, ¿e œrednio co drugi zarodek 2-blastomerowy zatrzymuje siê w rozwoju
zwykle nie przekraczaj¹c stadium 8-16-blastomerów. Wykazano, ¿e procent zygot
osi¹gaj¹cych stadium blastocysty zale¿y g³ównie od jakoœci zap³adnianych oocytów,
podczas gdy na jakoœæ uzyskiwanych blastocyst, a poœrednio na efektywnoœæ im-
plantacji, wp³ywaj¹ g³ównie warunki hodowli zarodków in vitro (2,3). Jakoœæ oocy-
tu/zarodka jest pojêciem z³o¿onym i trudnym do zdefiniowania. Generalnie oznacza
ona zdolnoœæ oocytu do uruchomienia mejozy, prawid³owego zap³odnienia i wczes-
nego rozwoju zygoty, a nastêpnie zdolnoœæ zarodka do osi¹gniêcia stadium blasto-
cysty, jej implantacji w macicy i rozwoju w prawid³owy organizm (3,4). Zawê¿aj¹c
jednak zakres omawianego pojêcia do warunków laboratoryjnych, jakoœæ oocytu/za-
rodka wyra¿a potencja³ rozwojowy do uruchomienia mejozy, zap³odnienia oraz
zdolnoœæ do osi¹gniêcia stadium blastocysty i opuszczenia przez ni¹ os³onki przej-
rzystej. Celem opracowania jest podsumowanie obecnego stanu badañ i przedsta-
wienie opinii dotycz¹cych zakresu wykorzystania analizy transkryptów zawartych
w oocytach i zarodkach byd³a do oceny ich jakoœci.

2. Krótka charakterystyka specyfiki badañ transkryptów w oocytach
i zarodkach

Przeciêtna zawartoœæ ca³kowitego RNA w oocytach i blastocystach byd³a wynosi
odpowiednio 2400 pg i 5300 pg (5), podczas gdy w komórce somatycznej oko³o
10 pg. Ró¿nica ta nie jest proporcjonalna do istotnego zwiêkszenia siê liczby komó-
rek blastocysty (œrednio 120) w porównaniu z oocytem (1 komórka). Przyjmuj¹c, ¿e
mRNA stanowi 10-15% ca³kowitego RNA komórki i jest mieszanin¹ poliadenylowa-
nych sekwencji o ró¿nej d³ugoœci, pula transkryptów bêd¹ca przedmiotem analizy
jest bardzo zró¿nicowana i ograniczona. Oocyty ssaków, w porównaniu z pojedyn-
czymi komórkami somatycznymi posiadaj¹ zatem znacznie wiêcej transkryptów.
RNA pochodzenia matczynego nagromadzony w oocycie podczas oogenezy pe³ni
wa¿ne funkcje podczas zap³odnienia i pierwszych podzia³ów bruzdkowania. Obec-
nie wiadomo, ¿e niektóre transkrypty matczyne s¹ obecne w zarodkach 8-blastome-
rowych (6), a nawet w blastocystach (7).

Liczba transkryptów podczas przedimplantacyjnego rozwoju zarodków byd³a
(od oocytu do blastocysty) ulega istotnym wahaniom odpowiadaj¹cym zwykle nastê-
puj¹cemu wzorcowi: wysoki poziom w niedojrza³ych oocytach, stopniowy zanik do
stadium 8-16-blastomerów (uruchomienie genomu zarodka – MET) i ponowny wzrost
do stadium blastocysty (rys.). Nale¿y pamiêtaæ, ¿e zmiany iloœciowe niektórych tran-
skryptów mog¹ odbiegaæ od podanego wzorca (8). Opisane wahania iloœci RNA nale-
¿y uwzglêdniæ ju¿ na etapie planowania doœwiadczenia, gdy¿ w celu uzyskania nie-
zbêdnej iloœci matrycy, mRNA nale¿y pozyskaæ z odpowiednio licznej grupy oocy-
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tów/zarodków. Poza tym konieczne jest uwzglêdnienie du¿ej zmiennoœci liczby
transkryptów poszczególnych genów w ró¿nych stadiach rozwoju. Analizuj¹c geny
charakteryzuj¹ce siê wzglêdnie wysok¹ ekspresj¹ (np. Hsp70) amplifikacja oczekiwa-
nego fragmentu mo¿e siê powieœæ ju¿ przy niewielkiej liczbie oocytów, podczas gdy
badanie genów o niskiej ekspresji (np. GH, IGF1) wymaga nie tylko znacznie wiêk-
szej liczby oocytów/zarodków w próbie, ale czêsto zastosowania techniki nested PCR
(9,10). Œwiadczy to oczywiœcie o œladowej zawartoœci matrycy w badanym materiale.
Ze wzglêdu na ograniczon¹ dostêpnoœæ materia³u, doœwiadczenia na oocytach i za-
rodkach oparte s¹ zwykle na ³¹czonych próbach, zawieraj¹cych 50-200 oocytów
oraz od kilku do kilkudziesiêciu zarodków w zale¿noœci od stadium rozwojowego.
Zak³adaj¹c dobry odzysk z pojedynczego jajnika byd³a na poziomie 10 oocytów
i analizê transkryptów w danym projekcie badawczym zarówno w oocytach jak i bla-
stocystach (2-3 grupy doœwiadczalne), przeciêtne doœwiadczenie obejmuje materia³
pozyskany z 1500-2000 jajników. Badania oocytów/zarodków pozyskanych od daw-
czyñ (in vivo) s¹ jeszcze bardziej skomplikowane i nieporównywalnie bardziej kosz-
toch³onne. Poniewa¿ przy analizie oocytów i zarodków iloœæ transkryptów jest rze-
czywiœcie niewielka, istotnym prze³omem w omawianych badaniach z technicznego
punktu widzenia by³o opracowanie ³añcuchowej reakcji polimerazy po³¹czonej z od-
wrotn¹ transkrypcj¹ (RT-PCR). Od wielu lat jest to podstawowy protokó³ modyfiko-
wany przez bardziej zaawansowane metodyki (np. PCR w czasie rzeczywistym) wy-
korzystuj¹ce barwniki fluorescencyjne (11). Wprowadzenie real time PCR pozwoli³o
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Rys. Zmiany iloœci transkryptów w oocytach i przedimplantacyjnych zarodkach byd³a na przyk³adzie
ekspresji genu leptyny (68). Objaœnienia: NMO (niedojrza³y oocyt), MO (dojrza³y oocyt), 2-bl (zarodek
2-blastomerowy), 4-bl (zarodek 4-blastomerowy), 8-16-bl (zarodek 8-16-blastomerowy), Mor (morula),
EBL (ekspanduj¹ca blastocysta), HBL (wylêg³a blastocysta).



na efektywn¹ amplifikacjê niewielkiej liczby transkryptów odpowiadaj¹cej nawet
pojedynczemu zarodkowi, oocytowi czy blastomerowi (12-15). Technika ta jest
obecnie najczêœciej stosowana do pó³iloœciowej analizy transkryptów w oocytach
i zarodkach. Podstawow¹ zasad¹ oceny pó³iloœciowej jest za³o¿enie, ¿e im wiêcej
kopii badanego transkryptu znajduje siê w próbie, tym mniej cykli amplifikacji jest
koniecznych do jego detekcji. Je¿eli jednak badany transkrypt wyst¹pi w liczbie ko-
pii poni¿ej 1000, jego wykrycie przy u¿yciu tradycyjnych metod bêdzie utrudnione.
Wówczas proces jego amplifikacji mo¿e byæ blokowany przez liczniej wystêpuj¹ce
transkrypty i uzyskany wynik nie odzwierciedla jego faktycznej liczby. Mo¿e byæ to
efektem konkurowania matryc o substraty (np. nukleotydy), które wyczerpuj¹ siê
zanim dojdzie do wystarczaj¹cego namno¿enia tych nielicznych transkryptów lub
te¿ s³abszego dostêpu polimerazy do cDNA. Jednym z najwa¿niejszych elementów
iloœciowej analizy mRNA jest normalizacja uzyskanych wyników poprzez odniesie-
nie wartoœci wyra¿aj¹cej wzglêdny poziom transkryptu (RA, ang. relative abundance)
dla genu analizowanego do analogicznej wartoœci RA dla genu referencyjnego. Takie
podejœcie niweluje ewentualne wahania zwi¹zane z sam¹ procedur¹. Gen referencyj-
ny musi charakteryzowaæ siê sta³ym poziomem ekspresji niezale¿nym od stadium
rozwojowego zarodka ani zastosowanego uk³adu doœwiadczalnego. Z dotychczaso-
wych prac jasno wynika, ¿e nadal nie zidentyfikowano genu, który spe³nia³by oma-
wiane warunki w odniesieniu do oocytów i zarodków, a co wiêcej, poddaje siê
w w¹tpliwoœæ istnienie takiego genu (16). Coraz czêœciej podwa¿a siê przydatnoœæ
genów dotychczas uwa¿anych za referencyjne (17-19). Vigneault i wsp. (20) przepro-
wadzili dok³adn¹ ocenê wykorzystania genu podjednostki histonowej H2a jako
genu referencyjnego wykazuj¹c, ¿e wiarygodnoœæ uzyskanych wyników zale¿y bez-
poœrednio od struktury starterów i miejsca ich lokalizacji w sekwencji genu. Okazu-
je siê, ¿e niektóre z par starterów amplifikuj¹ fragment innego wariantu genu pod-
jednostki H2a, który wskutek deadenylacji mo¿e charakteryzowaæ siê istotnymi wa-
haniami poziomu transkryptu.

Dodatkowym elementem wp³ywaj¹cym na zmiennoœæ uzyskiwanych wyników
jest liczba blastomerów w badanych zarodkach. Dotyczy to zw³aszcza analizy poje-
dynczych blastocyst pozyskanych in vitro, które mog¹ zawieraæ skrajne liczby komó-
rek (od 30 do 250 blastomerów 8 dnia pi; Warzych i wsp. dane nie publikowane).
Wiadomo te¿, ¿e zarodki o wy¿szym potencjale rozwojowym posiadaj¹ zwykle
wiêksz¹ liczbê blastomerów, a przez to wiêcej transkryptów genów reguluj¹cych
podstawowy metabolizm (ang. houskeeping genes), które to s¹ najczêœciej wybierane
jako referencyjne. W tej sytuacji sugeruje siê równoczesne u¿ycie kilku genów refe-
rencyjnych.
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3. Œrodowisko rozwoju zarodków (in vitro, in vivo), a ich jakoœæ
w œwietle badañ transkryptów

Wa¿nym aspektem oceny prawid³owoœci rozwoju zarodków jest okreœlenie swo-
istego standardu, bêd¹cego punktem odniesienia podczas interpretacji wyników.
Stwierdzono, ¿e zarodki we wczesnych stadiach rozwoju charakteryzuj¹ siê szcze-
góln¹ wra¿liwoœci¹ w suboptymalnych warunkach hodowli (21). Van Soom i wsp.
(22) wprowadzili pojêcie tzw. z³otego standardu (ang. gold standard) w stosunku do
zarodków o prawid³owej morfologii rozwijaj¹cych siê in vivo. W praktyce oznacza to
odnoszenie wyników oceny danej grupy zarodków do parametrów charakteryzu-
j¹cych gold standard i okreœlenie ewentualnych odchyleñ. Badania transkryptów pro-
wadzone s¹ w dwóch aspektach – jakoœciowym (obecnoœæ lub brak) lub iloœciowym
(wzglêdny poziom). Oczywiœcie jedynie badania iloœciowe w pe³ni charakteryzuj¹
analizowany materia³, jednak¿e stwierdzenie obecnoœci danego transkryptu stano-
wi niezbêdny wstêp do tych badañ. Istnieje bardzo bogata literatura charaktery-
zuj¹ca jakoœciow¹ analizê transkryptów w zarodkach bydlêcych. Najcenniejszy doro-
bek w tym zakresie prezentuje zespó³ C. Wrenzycki i H. Niemann (Mariensee, Niem-
cy), który opublikowa³ wyj¹tkowo bogaty cykl prac. Wykazano, ¿e zarodki rozwi-
jaj¹ce siê in vivo i in vitro ró¿ni¹ siê nie tylko zmiennym profilem jakoœciowym anali-
zowanych transkryptów, ale tak¿e – a mo¿e i przede wszystkim – istotnymi ró¿-
nicami w iloœci mRNA genów reguluj¹cych wczesny rozwój zarodkowy (tab.). Stwier-
dzono jednoznacznie, ¿e œrodowisko rozwoju ma decyduj¹cy wp³yw na prawid³o-
woœæ ekspresji genów w zarodku. Jednym z pierwszych zaskakuj¹cych odkryæ w tym
zakresie by³o stwierdzenie braku transkryptu genu Cx43 reguluj¹cego powstawanie
z³¹czy szczelinowych miêdzy blastomerami, w blastocystach rozwijaj¹cych siê in vitro

(23). Przy pewnym uogólnieniu mo¿na stwierdziæ, ¿e zarodki rozwijaj¹ce siê w ma-
cicy charakteryzuje wy¿szy poziom transkryptów genów stymuluj¹cych wzrost
i procesy kompakcji oraz kawitacji (np. IGF2, Cx43) i ni¿sze wartoœci RA dla genów
zwi¹zanych ze stresem komórkowym i apoptoz¹ (np. Hsp70, Bax) (tab.). Ponadto za-
obserwowano istotne ró¿nice w iloœci transkryptów miêdzy zarodkami wywodz¹-
cymi siê z ró¿nych systemów hodowli in vitro (24). Du¿e znaczenie odgrywa obec-
noœæ surowicy w pod³o¿u, trudno jednak jednoznacznie stwierdziæ, czy jej wp³yw na
rozwój zarodków jest negatywny, gdy¿ w opublikowanych pracach nie s¹ przedsta-
wione zgodne wyniki (25-28). Nale¿y podkreœliæ, ¿e zarodki bardzo szybko reaguj¹
na zmieniaj¹ce siê warunki hodowli. Lonergan i wsp. (29) monitorowali poziom
mRNA genu Bax w zarodkach bydlêcych inkubowanych in vitro po uprzedniej 4-dnio-
wej hodowli w jajowodzie owcy. Ju¿ w pierwszym dniu hodowli in vitro stwierdzono
istotne zmiany poziomu transkryptu w porównaniu z zarodkami pozostawionymi
w jajowodzie owcy. W innym doœwiadczeniu wykazano, ¿e ju¿ jednodniowa hodow-
la in vitro zmienia³a ekspresjê genu SOX (czynnik transkrypcyjny zaanga¿owany
w odpowiedŸ na stres) w porównaniu z zarodkami hodowanymi in vivo (30).
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T a b e l a

Iloœciowa i jakoœciowa charakterystyka wybranych transkryptów w przedimplantacyjnych zarodkach bydlêcych

Gen Funkcja w embriogenezie Warunki hodowli Wynik Literatura

analiza jakoœciowa

koneksyna 43 (Cx43) tworzenie z³¹czy szczelinowych in vivo

in vitro

+

–

(23)

czynnik hamuj¹cy bia³aczkê (bLIF) udzia³ w implantacji in vivo

in vitro

–

+

(67)

analiza iloœciowa

Cx43 tworzenie z³¹czy szczelinowych in vivo

in vitro

+

–

(2)

Bax indukcja apoptozy in vivo

in vitro

–

+

(2)

interferon tau (IF�) rozpoznanie ci¹¿y in vivo

in vitro

–

+

(32)

SOX czynnik transkrypcyjny in vivo

in vitro

–

+

(32)

IGF2 stymulacja rozwoju zarodkowego in vivo

in vitro

+

–

(32)

Hsp70 reakcja na stres bia³ko opiekuñcze in vivo

in vitro

–

+

(28)

Objaœnienia:

+ obecnoœæ/wy¿szy poziom transkryptów; – brak/ni¿szy poziom transkryptów.

Bardzo ciekawym zagadnieniem jest swoista zdolnoœæ (plastycznoœæ) zarodków
byd³a do szybkiego przystosowywania siê do suboptymalnych warunków hodowli
(21). Omawiana zdolnoœæ przystosowawcza oznacza jednak istotne zmiany profilu
ekspresji genów, które nie pozostaj¹ bez wp³ywu na potencja³ rozwojowy zarodka
pomimo zachowania prawid³owej morfologii. Nadal nie jest poznana granica tej to-
lerancji, po przekroczeniu której zarodek zatrzymuje siê w rozwoju i stopniowo
obumiera. Niektóre zarodki, pomimo istotnych zmian profilu ekspresji genów za-
chowuj¹ zdolnoœæ do implantacji i rozwoju, jednak¿e te nieprawid³owoœci ujawniaj¹
siê póŸniej podczas rozwoju p³odowego m.in. w postaci tzw. syndromu du¿ego po-
tomstwa (LOS, ang. large offspring syndrome) (31). Lazzari i wsp. (32) wykazali zwi¹-
zek pomiêdzy wysokim stê¿eniem albuminy w po¿ywce, a zaburzeniami w rozwoju
p³odu (wysoka masa oko³ourodzeniowa, zmiany metaboliczne itp.). Literatura do-
tycz¹ca badañ zarodków rozwijaj¹cych siê w macicy oraz wp³ywu wybranych czynni-
ków na ich jakoœæ (np. ¿ywienie samic, stan zdrowotny, warunki utrzymania) jest
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nadal skromna, co oczywiœcie odzwierciedla trudnoœæ w uzyskiwaniu takiego mate-
ria³u. Stwierdzono, ¿e ¿ywienie ja³ówek poddawanych stymulacji hormonalnej istot-
nie modyfikowa³o poziom mRNA genów zaanga¿owanych w metabolizm pirogronia-
nu (33).

4. Wykorzystanie analizy transkryptów wybranych genów markerowych
w ocenie warunków hodowli zarodków

Suboptymalne warunki hodowli in vitro powoduj¹ zaburzenia metabolizmu za-
rodków, a w konsekwencji aktywacjê procesów zmierzaj¹cych do naruszenia home-
ostazy i zatrzymania ich rozwoju (34). Dotychczas scharakteryzowano ekspresjê
szeregu genów wykorzystywanych do oceny stopnia przystosowania warunków ho-
dowli do wymagañ wczesnych zarodków byd³a (11). Ogólnie geny te reprezentuj¹
dwie kategorie: 1) geny odpowiedzialne za kontrolê wzrostu i prze¿ywalnoœæ (mar-
kery wysokiego potencja³u rozwojowego) oraz 2) geny zwi¹zane ze stresem komór-
kowym i apoptoz¹ (markery obni¿onej jakoœci zarodków). Geny koduj¹ce insulino-
podobne czynniki wzrostu 1 i 2 (IGF1 i 2) oraz ich receptory s¹ uznawane za przed-
stawicieli pierwszej grupy. Stymuluj¹ one transport aminokwasów i glukozy, synte-
zê bia³ek i kwasów nukleinowych oraz pobudzaj¹ podzia³y komórkowe. Wykazano
pozytywn¹ korelacjê pomiêdzy poziomem mRNA tych genów a morfologi¹ zarod-
ków cz³owieka (35). Lonergan i wsp. (3) zaobserwowali wy¿szy poziom transkryp-
tów tych genów w warunkach in vivo oraz zwi¹zek pomiêdzy podwy¿szon¹ warto-
œci¹ RA genów IGF2 i IGF1R a dobr¹ jakoœci¹ zarodków byd³a. Ponadto, wy¿szy po-
ziom mRNA 3 genów z tej rodziny (IGF1R, IGF2 i IGF2R) zosta³ powi¹zany z istotnie
ni¿sz¹ czêstoœci¹ apoptozy w blastocystach byd³a (25,26). Jednak nie wszystkie do-
niesienia s¹ zgodne z opisanymi zale¿noœciami, co jedynie potwierdza istotny
wp³yw zastosowanego systemu hodowli. Lim i wsp. (36) oraz Lazzari i wsp. (32)
stwierdzili, ¿e obecnoœæ BSA, surowicy lub PVA w pod³o¿u nie wp³ywa na poziom
transkryptu genu IGF2R w zarodkach. Natomiast Yaseen i wsp. (37) w tych samych
warunkach zanotowali zmieniony poziom mRNA genu IGF2R przy sta³ej iloœci tran-
skryptu genów IGF1R oraz IGF2.

Druga grupa genów (zwi¹zanych ze stresem komórkowym i apoptoz¹) jest re-
prezentowana przez gen koduj¹cy bia³ko szoku cieplnego (Hsp70) oraz gen o dzia-
³aniu proapoptotycznym z rodziny bia³ek Bcl2 – Bax. Hsp70 posiada w³aœciwoœci
bia³ek opiekuñczych (ang. chaperones), które bior¹ udzia³ w syntezie bia³ek i zapo-
biegaj¹ ich rozk³adowi (38). Sugeruje siê, ¿e podwy¿szona ekspresja genu Hsp70

w zarodkach mo¿e byæ uznawana z jednej strony za marker dzia³ania czynników
stresowych, a z drugiej mo¿e œwiadczyæ o zdolnoœci zarodka do zapobiegania nega-
tywnym skutkom takich czynników. Bazuj¹c na wynikach dotychczasowych badañ
trudno jest okreœliæ jednoznaczn¹ zale¿noœæ pomiêdzy warunkami rozwoju zarod-
ków (in vivo lub in vitro), a poziomem transkryptu tego genu. Wrenzycki i wsp. (28)
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stwierdzili wy¿szy RA w zarodkach pozyskanych in vitro, podczas gdy Knijn i wsp.
(39) nie wykazali ró¿nic. Ponadto, Wrenzycki i wsp. (28) zanotowali istotny wp³yw
rodzaju pod³o¿a do hodowli zarodków (TCM199 lub SOF) oraz czynników je uzu-
pe³niaj¹cych (surowica, odt³uszczona albumina – fafBSA lub PVA) na wzglêdny po-
ziom mRNA w blastocystach. Nie tylko sk³ad po¿ywki do hodowli zarodków, ale tak-
¿e po¿ywki do dojrzewania oocytów (dodatek surowicy, albuminy lub syntetycznych
polimerów) mia³ istotny wp³yw na RA genu Hsp70 w blastocystach (26,40,41). O jed-
noznacznym zwi¹zku ekspresji genu Hsp70 z wystêpowaniem czynników streso-
wych w œrodowisku rozwoju zarodka œwiadczy istotnie wy¿szy poziom mRNA tego
genu w zarodkach poddanych mro¿eniu i rozmra¿aniu (42).

Bcl2 i Bax pe³ni¹ g³ówne funkcje w procesie apoptozy uznawanym za podstawo-
wy mechanizm atrezji pêcherzyków jajnikowych ssaków (42) oraz obumierania po-
szczególnych blastomerów zarodka. O losie komórki decyduje wzajemny stosunek
iloœci mRNA i bia³ka obu tych genów, przewaga produktu genu Bax indukuje apop-
tozê, natomiast przewaga bia³ka Bcl2 proces ten hamuje (44). Transkrypty dla ge-
nów Bax i Bcl-2 stwierdzono w oocytach i przedimplantacyjnych zarodkach byd³a
(26). Ekspresja genu Bax mo¿e ulegaæ modyfikacjom podczas inkubacji in vitro, wia-
domo tak¿e, ¿e wy¿szy poziom transkryptu charakteryzuje zarodki gorszej jakoœci,
czêsto opóŸnione w rozwoju (45). Ponadto warunki hodowli zarodków (in vivo lub in

vitro) maj¹ istotny wp³yw na moment pojawienia siê mRNA genu Bax podczas rozwo-
ju przedimplantacyjnego; in vitro transkrypty zaobserwowano ju¿ w stadium 8 bla-
stomerów, podczas gdy in vivo w stadium 16-komórkowym (30). Równie¿ wiêcej
mRNA genu Bax zaobserwowano w wolniej rozwijaj¹cych siê zarodkach in vitro (46).
Wysokie stê¿enie bia³ka Bcl-2 zanotowano w oocytach i zarodkach dobrej jakoœci,
a niezwykle niski poziom ekspresji w oocytach pozbawionych komórek pêcherzyko-
wych oraz zdegenerowanych zarodkach (47). Poziom transkryptu genu Bax w zarod-
kach bydlêcych by³ tak¿e uzale¿niony od pod³o¿a (TCM199, SOF) i jego uzupe³nie-
nia (FCS, BSA, PVP) (2,24). Iloœæ bia³ka Bcl-2, jak siê wydaje, jest ni¿sza w zdegenero-
wanych blastocystach, potwierdzaj¹c hipotezê, ¿e stosunek ekspresji Bcl-2 do Bax

ulega zmianie w apoptotycznych zarodkach. Niektórzy autorzy zaobserwowali sta³y
poziom mRNA tego genu w blastocystach wywodz¹cych siê z oocytów o ró¿nej jako-
œci (48), a tak¿e brak ró¿nic w tym zakresie mimo zastosowania po¿ywek do dojrze-
wania oocytów o ró¿nym sk³adzie, który to czynnik mia³ istotny zwi¹zek z wystêpo-
waniem apoptozy w zarodkach (25,26).

Do grupy genów zwi¹zanych z prze¿ywalnoœci¹ zarodków zaliczono tak¿e inter-
feron tau (IF�), który pe³ni szczególne funkcje w procesie rozpoznawania ci¹¿y
u byd³a. Kubisch i wsp. (49) zidentyfikowali zale¿noœæ pomiêdzy syntez¹ bia³ka IF�,
a efektywnoœci¹ implantacji ekspanduj¹cych blastocyst bydlêcych. Zarodki charakte-
ryzuj¹ce siê mniejsz¹ iloœci¹ bia³ka istotnie czêœciej ulega³y implantacji w macicy.
Transkrypt tego genu stwierdzono w komórkach trofoblastu blastocyst bydlêcych
(50), przy czym w warunkach in vitro transkrypcjê zanotowano ju¿ w stadium moruli
(30). Wczeœniejsze uruchomienie ekspresji genu IF� oraz wiêcej transkryptu w bla-
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stocystach mo¿e stanowiæ reakcjê zarodków na suboptymalne œrodowisko rozwoju
w porównaniu z warunkami in vivo. Dot¹d brakuje jednoznacznej odpowiedzi na py-
tanie, czy wysoki poziom mRNA genu IF� œwiadczy o dobrej czy obni¿onej jakoœci
zarodków. Rizos i wsp. (24) sugeruj¹, ¿e wiêcej transkryptu tego genu odpowiada
dobrej jakoœci zarodkow, podczas gdy Wrenzycki i wsp. (51) oraz Kubisch i wsp. (52)
s¹ odmiennego zdania twierdz¹c, ¿e wysoka ekspresja tego genu jest powi¹zana
z obni¿on¹ jakoœci¹. Poniewa¿ na ekspresjê genu IF� maj¹ wp³yw równie¿ inne czyn-
niki, takie jak np. czas tworzenia blastocysty (52), p³eæ zarodka (53), czy sk³ad
po¿ywki (24, 40), wnioskowanie oparte na iloœci mRNA genu IF� mo¿e byæ niewiary-
godne.

5. Aktualne kierunki badañ

Obecnie zainteresowanie naukowców skupia siê wokó³ analizy pojedynczych

zarodków (13). Korzyœci¹ p³yn¹c¹ z takiego podejœcia jest przede wszystkim mo¿li-
woœæ powi¹zania oceny morfologicznej z poziomem transkryptów. Ocena jakoœci
w klasycznym ujêciu opiera siê przede wszystkich na nieinwazyjnej ocenie morfolo-
gii (liczba blastomerów, ich wielkoœæ, wystêpowanie fragmentacji cytoplazmy, pra-
wid³owoœæ kompakcji itp., 22). Wykazano jednak, ¿e skoro zarodki o prawid³owej
morfologii mog¹ charakteryzowaæ siê obni¿on¹ ¿ywotnoœci¹, ocena morfologii do-
konywana pod mikroskopem stereoskopowym jest niewystarczaj¹ca do pe³nego
scharakteryzowania jakoœci zarodka (54). Analiza transkryptów uwa¿ana jest za po-
œredni¹ metodê oceny jakoœci, gdy¿ jej wartoœæ wyra¿a siê poprzez odniesienie
wzglêdnego poziomu mRNA do wczeœniej obserwowanych: potencja³u rozwojowe-
go i prawid³owoœci budowy zarodka. Ze wzglêdu na inwazyjny charakter i ograni-
czenia metodyczne, jak dot¹d, opublikowano niewiele doniesieñ na temat oceny
poziomu mRNA zarodka na podstawie wczeœniej pobranej biopsji kilku blastome-
rów (12). Ponadto istnieje tutaj niebezpieczeñstwo uzyskania wyników, które nie
bêd¹ reprezentatywne dla ca³ego zarodka, gdy¿ w wyniku polaryzacji blastomerów
dochodzi do nierównomiernego rozdzia³u materia³u zawartego w cytoplazmie (55).

Istotne znacznie dla postêpu badañ z zakresu transkryptomiki zarodków mia³o
wprowadzenie mikromacierzy (ang. microarray) umo¿liwiaj¹cych objêcie jednocze-
sn¹ analiz¹ wielu tysiêcy sekwencji. Obecnie przyjmuje siê, ¿e tylko w stadium bla-
stocysty dochodzi do ekspresji oko³o 10 000 genów (56). Misirlioglu i wsp. (6) prze-
analizowali 24 072 sekwencji w dojrza³ych oocytach i 8-blastomerowych zarodkach
bydlêcych charakteryzuj¹c pulê transkryptów w obu stadiach rozwojowych. W do-
tychczasowych doniesieniach wskazuj¹cych na istotne zmiany ekspresji genów
w zarodkach pozyskanych in vitro potwierdzono analiz¹ 3888 sekwencji w blastocy-
stach byd³a (53). Ró¿nice w iloœci mRNA miedzy blastocystami rozwijaj¹cymi siê in

vivo i in vitro stwierdzono w przypadku 384 genów. W wyniku precyzyjnej analizy zi-
dentyfikowano 16 genów zwi¹zanych z procesami transkrypcji i translacji, które
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w istotnym stopniu mog¹ determinowaæ jakoœæ zarodków i stanowiæ podstawowe
Ÿród³o zaburzeñ rozwoju w warunkach in vitro. Wyj¹tkowo ciekawy uk³ad doœwiad-
czalny przedstawili Somers i wsp. (13). Analiz¹ objêto blastocysty klonalne uzyskane
metod¹ transplantacji j¹der (NT) oraz blastocysty kontrolne, których ojcem by³ bu-
haj – dawca fibroblastów u¿ytych do klonowania. Uzyskano w ten sposób swoiste
pó³rodzeñstwo. Przebadano 5000 sekwencji cDNA byd³a typowych dla stadium bla-
stocysty wykazuj¹c niewielkie (<2x) ró¿nice miedzy zarodkami klonalnymi i kontrol-
nymi w poziomie transkryptów zaledwie 135 genów. Na tej podstawie autorzy pod-
daj¹ w w¹tpliwoœæ powszechnie panuj¹c¹ opiniê o licznych zaburzeniach procesu
reprogramowania cyklu komórkowego podczas klonowania zarodkow ssaków.

Technika mikromacierzy umo¿liwia równolegle monitorowanie wielu transkryp-
tów specyficznych np. dla danego stadium rozwojowego, a uzyskiwanie olbrzymiej
iloœci danych wymaga dodatkowo u¿ycia zaawansowanych metod bioinformatycz-
nych. Bardzo wa¿nym elementem w analizie oocytów i zarodków jest ponadto
uwzglêdnienie istotnych wahañ zawartoœci ca³kowitego RNA w poszczególnych sta-
diach przy ustalaniu iloœci materia³u nanoszonego na mikromacierz (ang. loading ar-

tifact). Jednak podobnie jak w innych technikach, u¿ycie mikromacierzy wymaga
³¹czenia wielu zarodków (np. 50 blastocyst) w celu uzyskania próby badawczej. St¹d
badania pojedynczych zarodków t¹ metod¹ s¹ nadal niemo¿liwe (7).

Analiza transkryptów stanowi pierwszy etap badania ekspresji genów. Jednak¿e
zdecydowanie wiêcej informacji uzyskuje siê analizuj¹c funkcje genów za pomoc¹

np. techniki interferencji RNA (RNAi). Wykorzystuje ona naturalny proces wyciszania
ekspresji genów przez dwuniciowy RNA. W skrócie, liniowe, dwuniciowe fragmenty
RNA s¹ degradowane przez rybonukleazê o aktywnoœci RNazyIII (Dicer) do cz¹stek
siRNA (ang. small interfering RNA). Nastêpnie za pomoc¹ kompleksu RISC dochodzi do
³¹czenia odcinków siRNA komplementarnych do mRNA oraz degradacji transkryptu,
a tym samym zablokowania ekspresji na tym etapie. Technika RNAi zosta³a ju¿ z po-
wodzeniem zastosowana w badaniach oocytów i zarodków ssaków (58,59). Badania
te polegaj¹ na wprowadzeniu do oocytów/zarodków, najczêœciej drog¹ mikroiniek-
cji, zsyntetyzowanych fragmentów RNA o sekwencji odpowiadaj¹cej siRNA komple-
mentarnych do transkryptów genów, np. reguluj¹cych rozwój zarodka, a nastêpnie
monitorowanie zmian transkrypcji genomu zarodkowego przy zablokowaniu ekspre-
sji wybranego genu. Schellander i wsp. (59) zaobserwowali istotny spadek iloœci RNA
i bia³ka Cx43 tylko w zarodkach byd³a rozwijaj¹cych siê in vivo, podczas gdy nie
stwierdzono zmian w zarodkach inkubowanych in vitro. Autorzy sugeruj¹, ¿e ma to
zwi¹zek ze znacznie ni¿sz¹ zawartoœci¹ mRNA genu Cx43 w zarodkach uzyskanych
metod¹ IVF, a jak wiadomo, efektywnoœæ techniki RNAi wi¹¿e siê œciœle z liczb¹ tran-
skryptów. Jednak najwiêksze nadzieje w zastosowaniu omawianej techniki wi¹¿e siê
z pozyskiwaniem zwierz¹t transgenicznych charakteryzuj¹cych siê sta³ym blokowa-
niem ekspresji okreœlonego genu, np. bia³ka prionowego u kóz (60).

Metabolomika w powi¹zaniu z jakoœci¹ zarodków cieszy siê obecnie rosn¹cym
zainteresowaniem embriologów (61). Dotychczasowe analizy skupiaj¹ siê wokó³
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okreœlonych metabolitów (np. aminokwasy) lub dotycz¹ one profilowania metaboli-
tów w badanym materiale (ang. biochemical fingerprints). Omawiane niskocz¹s-
teczkowe zwi¹zki (poni¿ej 1000 Da) stanowi¹ koñcowy etap przemian metabolicz-
nych, przez co odzwierciedlaj¹ biologiczn¹ odpowiedŸ zarodków na szereg czynni-
ków genetycznych i œrodowiskowych. Mog¹ byæ zatem markerem dobrostanu za-
rodka rozwijaj¹cego siê w danym œrodowisku. Uwa¿a siê, ¿e uzyskane w ten sposób
dane o wiele precyzyjniej charakteryzuj¹ jakoœæ zarodków w porównaniu z analiz¹
transkryptów czy bia³ek. Wynika to m.in. z faktu, ¿e stwierdzenie mRNA w komórce
nie jest jednoznaczne z powstawaniem bia³ek i ich funkcjonalnoœci¹. Analiza meta-
bolitów wymaga zaanga¿owania szeregu czu³ych metod detekcji, takich jak np. ma-
sowa chromatografia gazowa (GC-MS), chromatografia cieczowa (LC-MS) czy te¿
j¹drowy rezonans magnetyczny (NMR), przy zastosowaniu których mo¿na wykryæ
setki zwi¹zków chemicznych w pojedynczej próbie. Niew¹tpliwie bardzo wa¿n¹ za-
let¹ badañ metabolitów jest ich nieinwazyjnoœæ, gdy¿ analizie mo¿na poddawaæ
p³yn pêcherzykowy (oocyty) lub po¿ywkê, w której zarodki siê rozwija³y (61,62).
Jednak¿e w niektórych przypadkach (np. analiza kwasów t³uszczowych) badaniom
poddaje siê sam zarodek (63). Brison i wsp. (62) prowadzili hodowlê zygot cz³owie-
ka przez 24 h w niewielkich (4 �l) indywidualnych kroplach po¿ywki. Wykazali oni
istotne korelacje pomiêdzy zawartoœci¹ 3 aminokwasów (asparagina, glicyna, leucy-
na) w po¿ywce hodowlanej a procentem ci¹¿ i ¿ywo urodzonych noworodków. Po-
dobnie, prawid³owo rozwijaj¹ce siê zarodki cz³owieka charakteryzowa³y siê istotnie
wiêksz¹ koncentracj¹ nienasyconych kwasów t³uszczowych przy ni¿szym udziale
kwasów nasyconych, w porównaniu z zarodkami, które nie rozwinê³y siê poza sta-
dium 4 blastomerów (63).

Badania pojedynczych blastomerów pobranych drog¹ biopsji z rozwijaj¹cych siê
zarodków by³yby bardzo cennym narzêdziem w ocenie ich jakoœci, gdy¿ nie tylko
pozwoli³yby skonfrontowaæ uzyskane wyniki z morfologi¹ zarodków, ale – co wa¿-
niejsze – u³atwi³yby selekcjê zarodków przed ich mro¿eniem lub przeniesieniem
do biorczyni. Pomimo swojej atrakcyjnoœci, analiza pojedynczych komórek zarodka
obci¹¿ona jest du¿ym b³êdem i w niewielkim stopniu odzwierciedla sytuacjê
w ca³ym zarodku. Sk³ada siê na to kilka opisanych ju¿ zjawisk. Pierwszym z nich jest
fakt, ¿e blastomery przedimplantacyjnego zarodka ró¿ni¹ siê istotnie co do zawar-
toœci ró¿nych substancji, w tym transkryptów, bia³ek itp. ze wzglêdu na wystêpowa-
nie zjawiska polaryzacji. Manifestuje siê ono m.in. nierównomiernym rozdzia³em
czynników zawartych w cytoplazmie miêdzy blastomery potomne, co wi¹¿e siê tak-
¿e z ró¿nicowaniem blastomerów w rozwijaj¹cym siê zarodku (64). Innym argumen-
tem przemawiaj¹cym przeciwko takiemu podejœciu jest dobrze udokumentowane
zjawisko zaburzeñ liczby chromosomów typu miksoploidii, które polega na wystê-
powaniu w obrêbie zarodka linii komórkowych ró¿ni¹cych siê ploidalnoœci¹ j¹dra
(np. 2n/4n). Blastomery o zmienionej liczbie chromosomów s¹ zlokalizowane g³ów-
nie w trofoblaœcie blastocysty (65). Wiadomo, ¿e analiza pojedynczych blastomerów
stanowi podstawê przedimplantacyjnej diagnostyki genetycznej (PGD) w progra-
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mach wspomaganego rozrodu cz³owieka. Jednak¿e liczba komórek we wczesnych
stadiach rozwojowych zarodka (2-3 dzieñ pi) jest niewielka i nie pozwala na pobra-
nie wiêkszej ich liczby do analiz (66).

6. Podsumowanie

Analiza transkryptów, pomimo swej inwazyjnoœci, znajduje coraz szersze wyko-
rzystanie w kontroli jakoœci oocytów/zarodków i pomaga w wyjaœnianiu zmian ob-
serwowanych na poziomie morfologicznym. PCR w czasie rzeczywistym jest obec-
nie najczêœciej wybieran¹ technik¹ iloœciowej analizy mRNA. W przypadku oocy-
tów/zarodków nale¿y uwzglêdniæ szereg ograniczeñ wynikaj¹cych ze specyfiki tego
materia³u. Badania pojedynczych zarodków ciesz¹ siê du¿ym zainteresowaniem,
gdy¿ pozwalaj¹ na odniesienie poziomu transkryptów do uprzednio ocenionej mor-
fologii zarodka oraz jego potencja³u rozwojowego. Analiza mRNA w pojedynczych
blastomerach ma nadal liczne ograniczenia (œladowe iloœci mRNA, jego nierówno-
mierne rozmieszczenie w komórkach zarodka – polaryzacja, w¹tpliwoœci co do re-
prezentatywnoœci wyników). Natomiast wprowadzanie nowoczesnych metod detek-
cji do badañ z zakresu embriologii (mikromacierze, RNAi) sprawi³o, ¿e analiza tran-
skryptów znajduje siê w centrum zainteresowania wielu zespo³ów badawczych na
ca³ym œwiecie, co skutkuje w lawinowo rosn¹cej iloœci informacji pomagaj¹cych wy-
jaœniæ procesy zachodz¹ce w przedimplantacyjnych zarodkach.

Praca naukowa finansowana ze œrodków MNiSW w latach 2006-2009 (autorski projekt badawczy
nr 3780/P01/2006/31). Publikacja powsta³a przy wsparciu Fundacji na rzecz Nauki Polskiej.
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