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Summary

Near the end of the growth phase, mammalian oocyte achieves competence
to undergo three aspects of maturation, i.e. nuclear, cytoplasmic and genomic.
This review will consider some aspects of cytoplasmic and genomic maturation,
as the nuclear maturation was already presented. The roles of the protein syn-
thesis, bi-directional communication between oocyte and granulosa cells and
calcium oscillations required for acquiring cytoplasmic maturation are dis-
cussed. The relevant information on genomic imprinting that causes functional
differences between paternal and maternal genomes and plays an essential role
in mammalian development is reviewed. Moreover, the present findings regard-
ing oocyte-specific genes required for expression of cytoplasmic and genomic
competencies are described.
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*Cz. | tego zagadnienia Charakterystyka zdolnosci rozwojowej oocytow ssakow
w aspekcie zapfodnienia i rozwoju zarodkowego: I. Dojrzatos¢ jgdrowa i molekularne
aspekty jej regulacji zostala opublikowana w ,,Biotechnologii” 2004, 3 (66), 140-151.
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1. Wprowadzenie

Dojrzatos¢ oocytu jest podstawowym warunkiem jego zdolnosci do zaptodnie-
nia i prawidtowego rozwoju zarodkowego, a nastepnie ptodowego. Uzyskanie tych
zdolno$ci wymaga osiggniecia oprocz dojrzatosci jadrowej [1] takze dojrzatosci cy-
toplazmatycznej oraz genomowe;j.

Dojrzatos$¢ cytoplazmatyczna oocytu, zwigzana z nabyciem dojrzatosci moleku-
larnej i strukturalnej, warunkuje zaréwno zdolno$¢ do zaptodnienia jak i do za-
poczatkowania oraz kontynuacji podziatoéw mitotycznych zarodka [2,3]. Osiggniecie
dojrzatos$ci cytoplazmatycznej nie jest jednak réwnoznaczne z osiggnieciem petnej
dojrzatosci oocytu, gdyz w hodowli in vitro moze doj$¢ do zaburzen w epigenetycz-
nej modyfikacji genéw, wynikiem czego jest nieprawidlowy rozwoj zarodka, a na-
stepnie ptodu. Dojrzato$¢ genomowa jest réwnoznaczna z prawidlowym zakoncze-
niem proceséw epigenetycznych, towarzyszgcych nabyciu imprintingu genomu mat-
czynego [2].

2. Dojrzalos¢ cytoplazmatyczna

Dotychczasowa znajomos¢ procesow prowadzacych do osiagniecia zaréwno fun-
kcjonalnej jak i molekularnej dojrzatosci cytoplazmatycznej oocytu ma charakter
fragmentaryczny, szczego6lnie w poréwnaniu z poznaniem mechanizmoéow towarzy-
szacych dojrzewaniu jadrowemu [1,2]. Oocyty, uzyskane z matych pecherzykow an-
tralnych, wykazuja ograniczong zdolno$¢ rozwojowa w poréwnaniu z oocytami po-
chodzacymi z pecherzykéw wiekszych [4]. Jednakze, jak wykazano w licznych do-
Swiadczeniach, nawet w przypadku oocytéw pochodzacych z wiekszych pecherzy-
koéw antralnych, tylko czes¢ (np. u bydta ok. 40%), mimo uzyskania in vitro stadium
MII, rozwija sie po zaptodnieniu do stadium blastocysty. Wskazuje to, ze oocyty
osiggajace dojrzatos¢ in vitro moga nie wykazywac petnych zdolnos$ci rozwojowych
na skutek zaburzen w syntezie biatek, nieprawidiowos$ci w transporcie sygnatéw, jo-
noéw (zwlaszcza jonéw wapnia), a takze réznych innych substancji, ktére w konse-
kwencji prowadza do nieprawidiowego dojrzewania cytoplazmy [5].

2.1. Synteza biatek

W fazie wzrostu oocyt syntetyzuje i magazynuje biatka i matczyny mRNA, ktére
sg konieczne dla prawidiowego przebiegu rozwoju przedimplatacyjnego, szczegdl-
nie podczas krytycznych, w warunkach in vitro, etapéw rozwoju zarodka jak aktywa-
cja genomu zarodkowego (u bydta w stadium 8-16-komérkowym) oraz przejscie ze
stadium moruli do blastocysty, w ktorych to etapach czesto dochodzi do zahamo-
wania podzialéw zarodka.
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W wykonanej analizie poréwnawczej oocytéw dojrzewajacych in vivo i in vitro
wykazano wystepowanie znacznych réznic, zaréwno w ilosci jak i jakosci badanych
biatek [6,7]. Dla przyktadu: w dojrzewajacych in vitro oocytach ludzkich stwierdzono
brak 9 specyficznych biatek, ktore sg obecne w oocytach dojrzewajacych in vivo [6].
Rowniez u bydta wykazano obnizong zawarto$¢ bialek w oocytach dojrzewajgcych
in vitro w poréwnaniu do dojrzewajacych in vivo |7]. Bialka, ktore nie sg syntetyzo-
wane podczas dojrzewania in vitro lub tez powstajg w mniejszej ilosci niz w warun-
kach in vivo, uczestniczg w regulacji cyklu komoérkowego i warunkuja prawidiowy
rozwoj zarodka, a nastepnie plodu.

Intensywna synteza biatek w oocytach wiekszos$ci gatunkéw nastepuje przed
wznowieniem procesu dojrzewania oocytu. U kozy, $wini, owcy i krowy w obecnos-
ci inhibitoréw syntezy biatek oocyty nie sg zdolne do wznowienia mejozy [8] co do-
wodzi, Ze te nowo syntetyzowane biatka biorg udzial w dojrzewaniu. Proces tran-
skrypcji catkowicie wygasa podczas dojrzewania mejotycznego, a ekspresja genow
jest regulowana w tym czasie wylgcznie na poziomie translacji [9,10]. Informacja,
przepisana z DNA na mRNA — wowczas gdy transkrypcja byta mozliwa — zostaje
zmagazynowana, natomiast translacja w celu zapoczatkowania syntezy tancucha
bialkowego nastepuje p6ézniej, niezaleznie od procesu transkrypcji [9,10]. W jadrze
komorki ssaka do mRNA dofgczany jest ogon poly-(A), o przecietnej dlugosci
250-300 reszt adenozylowych. Podczas transportu mRNA z jadra do cytoplazmy na-
stepuje skracanie ogona poly-(A) [11]. Natomiast aktywacja zmagazynowanego,
bedacego w spoczynku, mRNA polega na wydluzeniu ogona poly-(A) [12]. Wydtuze-
nie ogona poli-(A) w cytoplazmie skorelowane jest z aktywacja translacji [13]. Dla re-
gulacji tego procesu konieczna jest fosforylacja zaré6wno czynnikéw inicjujacych
translacje (elFs, eukaryotic initiation factors) jak i ich regulatoréw [14].

Najlepiej scharakteryzowanym czynnikiem inicjujacym translacje jest elF4E (cap
binding protein), nalezacy do kompleksu elF4F (cap-binding complex). Ten ostatni kom-
pleks tworza 3 podjednostki, oprocz wspomnianego juz czynnika elF4E, enzym elF4A
(bedacy helikaza RNA) oraz czynnik elF4G [15]. Biatko elF4E rozpoznaje ,kapturek” na
koncu 5’ tancucha mRNA, tj. 7-metyloguanozyne (m7GpppN). Z kolei helikaza RNA, tj.
czynnik elF4A, rozwija drugorzedowa strukture mRNA z wykorzystaniem energii ATP
[16]. Natomiast czynnik elF4G wspoldziata z elF4A, elF4E oraz kilkoma innymi
biatkami jak np. PABP (poly(A)-binding protein) i kinazami bialkowymi. Reasumujac,
kompleks elF4F stymuluje tworzenie kompleksu mRNA-rybosom, niezbednego w two-
rzeniu tancucha polipeptydowego. Tomek i wsp. (2002) w przeprowadzonych bada-
niach wykazali, ze w stadium GV synteza biatek jest niewielka. Natomiast w GVBD, kie-
dy nastepuje fosforylacja elF4E, wzrasta ona 3-krotnie w poréwnaniu do poziomu
w stadium GV. Z kolei w stadium MII translacja odpowiada znowu tej, jakg stwierdzo-
no w stadium GV, mimo obecnos$ci ufosforylowanego czynnika elF4E [9]. Informacje te
uzupelnity badania Melo Sterza i wsp. (2003), w ktorych wykazano, ze zahamowanie
translacji w stadium MII moze nastepowac¢ w skutek zablokowania czynnika elF4F
przez biatko wiazace 4E-BP1, potencjalny inhibitor tego czynnika [17].
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2.2. Rola komoérek wzgorka jajonoSnego oraz wybranych biatek w dojrzatosci
cytoplazmatycznej oocytu

Jednym z warunkéw koniecznych dla uzyskania dojrzatosci cytoplazmatycznej
oocytu jest zachowanie prawidtowej tagcznosci z komérkami ziarnistymi pecherzyka
[18,19] poprzez wypustki komoérek ziarnistych, tzw. TPZs (transzonal projections),
ktore przenikajac przez ostonke przejrzysta docierajg do powierzchni oolemmy
[20]. Dzieki tej facznosci moze nastepowac dwukierunkowa wymiana sygnatéw, jo-
néw oraz réznych zwigzkéw miedzy oocytem a komoérkami ziarnistymi. Bezposred-
nie potaczenia szczelinowe (gap junctions), bedace jedna z form TPZs, umozliwiaja
miedzykomorkowy transport matych czasteczek o masie ponizej 1 kDa [21]. Po-
taczenia szczelinowe budujg biatka nalezgce do rodziny koneksyn. Dotychczas wy-
kryto ponad 20 biatek nalezacych do tej rodziny [21,22]. U bydta, ekspresja specy-
ficznej koneksyny zalezna jest od stadium rozwoju pecherzyka; np. koneksyna 37
(Cx37) obecna jest w pecherzykach przedantralnych, a jej ekspresja wyraznie
zmniejsza sie podczas wzrostu pecherzyka i powstawania antrum [23]. Przerwanie
potaczen szczelinowych typu gap-junction miedzy oocytem a komorkami ziarnisty-
mi, ktére moze nastgpi¢ w wyniku wylgczenia genu Cx37, uniemozliwia wznowienie
mejozy [24]. Carabatsos i wsp. (2000) w przeprowadzonych doswiadczeniach wyka-
zali, ze oocyty myszy Cx377 charakteryzowaly sie zdekondensowang chromatyna,
typowa dla stadium GV, oraz interfazowym uktadem mikrotubul. Brak kondensacji
chromatyny byt przyczyna zablokowania transkrypcji, a w konsekwencji ekspresji
genow. W badaniach tych wykazano, ze pofgczenia szczelinowe sg niezbedne za-
réowno dla uzyskania dojrzatosci jadrowej jak i cytoplazmatycznej. Polgczenia TPZ
umozliwiajg przeptyw zwigzkéw energetycznych i wymiane jonowa, dzieki czemu
komorki ziarniste petnig funkcje odzywcza w stosunku do oocytu, a takze transpor-
tujg zwiagzki parakrynne produkowane przez oocyt, a odgrywajace niezwykle is-
totna role w uzyskaniu jego kompetencji rozwojowej. Za przyktad moze tu stuzy¢
réznicujacy czynnik wzrostu GDF-9 (growth differentiation factor-9), nalezacy do ro-
dziny transformujgcych czynnikow wzrostu TGEP (transforming growth factor ).
Oocyty myszy z wylaczonym genem GDF-9 osiggajac normalng wielko$¢ nie uzy-
skujg kompetencji mejotycznej [25]. Podobna role przypisuje sie receptorowi kinazy
prototyrozyny, c-kit, ktory zlokalizowany jest w btonie komoérkowej oocytu oraz
jego ligandowi kit, bedagcemu tworem komérek ziarnistych [26]. Mutacje w recepto-
rze c-kit prowadzg do bezpfodnos$ci u myszy oraz manifestujg sie bledami w game-
togenezie [26]. Czynnik wzrostu GDF-9 oraz kompleks kit/kit ligand wspotdziatajg
ze sobg w regulacji wzrostu oocytu, proliferacji oraz réznicowaniu komoérek ziarni-
stych [26,27]. Wykazano ponadto, ze biatka te biorg udziat w osiaganiu dojrzatosci
cytoplazmatycznej [20,28].

Kolejnym zwigzkiem parakrynnym z rodziny TGFf wytwarzanym przez oocyt
jest biatko morfogenetyczne kosci BMP-15 (bone morphogenetic protein 15) zwane
rowniez GDF-9B. Wykazano, ze powstawanie tego biatka jest uwarunkowane dzia-
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taniem pojedynczego genu na chromosomie X u ssakow [29]. Biatko to odgrywa role
w regulacji funkgji jajnikéw, co wykazano u owiec ras Inverdale i Hanna [29,30].
W populacjach tych wystepuja mutacje genéw sprzezonych z chromosomem X.
Osobniki heterozygotyczne pod wzgledem genu BMP-15 owulujg wiecej komérek
jajowych, natomiast u osobnikéw homozygotycznych pod wzgledem tego genu
stwierdza sie niedorozwoj jajnikéw [31]. Rozwdj pecherzykéw jajnikowych zostaje
wowczas zatrzymany w stadium pecherzyka I-rzedu [30], przy czym komérki ziarni-
ste nie ulegaja proliferacji, natomiast oocyt kontynuuje wzrost. W rezultacie peche-
rzyki jajnikowe zawierajg prawidlowej wielkos$ci oocyty, otoczone pojedynczg war-
stwag komorek ziarnistych [32]. Podobny defekt morfologiczny obserwowano u my-
szy z wytgczonym genem GDF-9 [25]. W przeciwienstwie do owiec, inaktywacja
genu BMP-15 u myszy powoduje w tkance jajnikowej minimalne zmiany histopato-
logiczne. Jajniki myszy BMP-157 nie r6znig sie morfologicznie w poréwnaniu do my-
szy BMP-15%- i BMP-15%/* lecz owulujg mniej komérek jajowych, co skutkuje ob-
nizeniem plodnosci [33]. Natomiast heterozygoty pod wzgledem genu BMP-15
(BMP-157%/) nie wykazujg podwyzszonej plodnosci, jak to ma miejsce u owiec [33].
Mimo r6znic gatunkowych w manifestacji ekspresji genu BMP-15 wykazano, ze pro-
dukt genu BMP-15 reguluje funkgcje jajnika oraz osiagniecie dojrzatosci cytoplazma-
tycznej oocytu wplywajgc na proliferacje komorek ziarnistych i ich ekspansje w cza-
sie dojrzewania oocytu [33].

2.3. Rola jonéw wapnia w dojrzewaniu cytoplazmy; markery dojrzatosci cyto-
plazmatycznej

Stwierdzono, ze dla prawidiowego przebiegu procesu dojrzewania cytoplazmy
oocytu niezbedny jest odpowiedni poziom jonéw Ca2* [34]. Boni i wsp. (2002)
w nowszych badaniach wskazuja, ze poziom jonéw CaZ* w btonie komérkowej nie-
dojrzalych oocytow oraz poziom wewnatrzkomérkowych zapaséw jonoéw CaZ*
w dojrzatych oocytach mogg stuzy¢ jako markery ich kompetencji rozwojowej [35].
Mechanizmy generujgce i podtrzymujace oscylacje jonéw CaZ* w cytoplazmie oocy-
tu sg niezbedne podczas reakcji korowej, dla potaczenia ziaren korowych z oolemg,
a takze dla aktywacji komorki jajowej [36,37].

Innym markerem kompetencji rozwojowej oocytu okazata sie dehydrogenaza
glukozo-6-fosforanowa (G6PD), enzym syntetyzowany w pierwszej polowie fazy S,
w czasie wzrostu oocytu [38]. Odgrywa on istotna role w czasie wzrostu komorki,
dostarczajac NADPH dla regulacji proceséw oksydacyjnych [39]. Zwiekszona aktyw-
nos¢ enzymatyczna G6PD jest negatywnie skorelowana z kompetencja mejotyczng
oocytow, a tym samym efektywnoscig zaptodnienia i rozwoju zarodkowego [40,41].
Ten marker dojrzato$ci cytoplazmatycznej moze by¢ szczegdlnie przydatny dla przy-
zyciowej oceny kompetencji mejotycznej oocytow, w przypadku gdy jako dawczy-
nie oocytéw do hodowli in vitro wykorzystywane sg niedojrzale ptciowo samice.
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Kompetencja mejotyczna oocytéw, jak wiadomo, wzrasta wraz z wielkos$cia peche-
rzyka jajnikowego, z ktorego zostal on uzyskany [6]. Stosowane czesto metody po-
zyskiwania niedojrzalych oocytow poprzez nacinanie powierzchni jajnika lub aspira-
cje ptynu pecherzykowego z zawartym w nim oocytem nie pozwalaja na precyzyjne
okreslenie wielkosci pecherzykow i ich selekcje, tym samym dostarczaja heteroge-
nicznej populacji oocytéw, o zréznicowanych kompetencjach rozwojowych. Odpo-
wiednio przeprowadzona selekcja oocytow jest niezwykle istotnym elementem me-
tody dojrzewania oocytow in vitro. Dotychczasowe metody selekcji oocytow oparte
byly na ich jakosci morfologicznej, ocenianej na podstawie stanu cytoplazmy i wy-
gladu otaczajacych oocyt komorek wzgoérka jajonosnego. Ostatnio opracowano no-
wa, przyzyciowg metode selekcji niedojrzatych oocytow kozy [40], bydta [41] i $wini
[42] przeznaczanych do dojrzewania in vitro. Selekcji dokonywano po przyzyciowym
barwieniu komplekséw oocyt-komorki wzgoérka jajonosnego brylantowym btekitem
krezylu (BCB, brilliant cresyl blue). Barwienie to pozwala na okreslenie aktywnosci
G6PD — w obecnosci aktywnego enzymu nastepuje redukcja koloru biekitnego
w barwniku BCB do zwiazku bezbarwnego.

Z najnowszych badan wynika, ze zwiekszenie odsetka oocytow osiagajgcych in
vitro dojrzalos$¢ cytoplazmatyczng, w przypadku gdy pozyskiwane sg z mniejszych
pecherzykoéw antralnych, mozna uzyska¢ w rezultacie wydtuzenia stadium profazy |
podziatu mejotycznego, po zastosowaniu inhibitorow wznowienia mejozy. W przy-
padku oocytéw bydlecych stosowane moga by¢ dwa specyficzne inhibitory kinazy
MPF: butyrolakton I oraz roskowityna [43]. Podobnie u myszy, odwracalne zabloko-
wanie mejozy inhibitorem fosfodiesterazy — PDE3 zwieksza kompetencje rozwojo-
we oocytéw pochodzacych z matych pecherzykoéw antralnych [44].

3. Dojrzalos¢ genomowa — genomowy imprinting

Dojrzato$¢ genomowa oocytu jest rGwnoznaczna z prawidlowym zakonczeniem
proces6w epigenetycznych, towarzyszacych nabyciu imprintingu genomu matczy-
nego. Obejmuje catoksztalt epigenetycznych modyfikacji zachodzacych w okresie
wzrostu oocytu [2]. Skutkiem tych modyfikacji sa zmiany w ekspresji genow, po-
wstajace bez réwnoczesnej zmiany w sekwencji DNA. Imprinting oocytow mozna
okresli¢ jako monoalleliczna, zalezna od plci, ekspresje genu. Imprinting (pietnowa-
nie alleli) jest epigentycznie kontrolowanym zjawiskiem, gdyz mechanizmy inne niz
sekwencja DNA rozrézniajg allele rodzicielskie. Podlegajace imprintingowi geny po-
siadaja specyficzne znakowanie jednego z alleli rodzicielskich, co prowadzi do zalez-
nych od plci r6znic w ekspresji [45]. Napietnowane allele, pochodzenia matecznego
lub ojcowskiego, pod wzgledem funkcjonalnym nie sg sobie réwne. Stwierdzono, ze
rozwoj zarodkoéw uniparentnych (powstatych w wyniku potaczenia dwéch genomow
meskich badz zenskich) nie zostaje prawidiowo ukonczony. Obserwacje te wskazujg
na roznice miedzy allelami pochodzenia matczynego i ojcowskiego [45].
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Wykazano réwniez, ze genomowy imprinting gamet (charakterystyczny dla nich
wzo6r metylacji napietnowanych genéw) jest ,wymazywany” dopiero w trakcie roz-
woju pierwotnych komoérek ptciowych. U myszy to ,wymazanie” nastepuje w czasie
osiedlania pierwotnych komoérek ptciowych w gonadzie, tj. miedzy 10. a 12. dniem
cigzy [46]. Nastepnie imprinting ustanawiany jest ponownie, podczas oogenezy
i spermatogenezy. Pierwotne komorki plciowe sg prawie catkowicie wolne od im-
printingu, ale stopniowo, w czasie gametogenezy, nastepuje specyficzna metylacja
DNA, zalezna od pici i determinujaca ekspresje danego genu, np. gen H19 pocho-
dzenia ojcowskiego w wyniku metylacji zostaje wylagczony, natomiast ten sam gen
u samic nie podlega metylacji skutkiem czego nastepuje jego ekspresja [47-49].

U ssakéw okoto 0,1-1% wszystkich genéw podlega pietnowaniu genomowemu
[50,51]. Monoalleliczna ekspresja genu i wyciszenie transkrypcji nastepuje w wyni-
ku metylacji DNA, tj. enzymatycznego przylgczania reszt metylowych [50,51].
Stwierdzono jednak, ze metylacja nie jest jedynym markerem epigenetycznym, kto-
ry pozwala na rozréznianie napietnowanych alleli. Do innych markeréw zaliczy¢
mozna modyfikacje histonéw, ktora polega na acetylacji ich aminokwaséw wylacz-
nie w obrebie allelu podlegajacego ekspresji [52]. Metylacja DNA nastepuje w pozy-
¢ji 5 cytozyny, gtéwnie w obrebie wysp CpG. Odcinki DNA kontrolujace ekspresje
genu zawierajg powtdrzone sekwencje CpG, ktore mogg ulega¢ metylacji. Brak grup
metylowych w tych odcinkach zwigzany jest z aktywno$cia transkrypcyjng genu, na-
tomiast ich metylacja blokuje transkrypcje. W procesie tym uczestnicza specyficzne
biatka wiazgce (MBDs, methyl-CpG binding proteins) [53]. Bialka te, wspotdziatajac
z dwuacetylazami histonowymi (HDAC), powoduja kondensacje chromatyny unie-
mozliwiajgca transkrypcje [54]. Stwierdzono, ze metylacja DNA gwarantuje stabil-
nos$¢ chromosomoéw oraz ich integralno$¢ strukturalng poprzez zablokowanie eks-
presji bogatych w sekwencje CpG retrotranspozonéw [55]. Przyjmuje sie, zZe nazna-
czanie alleli rodzicielskich wyksztalcilo sie w toku ewolucji procesu metylacji, kto-
rej wyjsciowym zadaniem byla ochrona genomu [56].

Proces metylacji katalizowany jest przez rodzine metylotransferaz DNA (Dnmt,
DNA cytosine-5-methyltransferase). Dotychczas zidentyfikowano kilka metylotransfe-
raz DNA jak np. Dnmt1- odpowiedzialng za utrzymanie stanu metylacji, Dnmt3a i 3b
— odpowiedzialne za metylacje de novo [57]. Wykryto rowniez biatko Dnmt3L, ktére
jest homologiem enzyméw Dnmt3a i 3b, jednak nie ma ono w procesie metylagcji
wilasciwosci katalitycznych [58]. Izoforma metylotransferazy Dnmt1/o, specyficzna
dla oocytu, nie jest konieczna dla ustanowienia matecznego imprintingu, ale jest
niezbedna dla zachowania metylacji w napietnowanych loci [59]. Wykazano, ze brak
metylotransferazy Dnmt1/0 w oocytach powodowal zamieranie wiekszosci plodow
mysich podczas ich rozwoju [59].

Role imprintingu w czasie wzrostu oocytu doskonale udokumentowaly badania
z zakresu transplantacji jader i klonowania, w ktorych uzywano jader komoérek
ptciowych w réznych stadiach rozwoju [60]. W doswiadczeniach tych wykazano, ze
potencjat rozwojowy oocytu jest zalezny od fazy jego wzrostu, a pietnowanie geno-
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mowe nastepuje podczas wzrostu [61]. Podczas badania mozliwos$ci rozwoju zarod-
kéw mysich powstalych w rezultacie transplantacji jader pochodzacych z oocytéw
o zroznicowanej wielkos$ci stwierdzono, ze prawidlowy rozwoj moze nastapic jedy-
nie, wowczas gdy zZrodtem chromatyny matecznej jest oocyt w petni wyrosniety, np.
w przypadku myszy pobrany po 16. dniu zycia. Natomiast uzycie chromatyny z oocy-
tow miodszych zwierzat prowadzito do zaburzeh w embriogenezie wskutek nie-
petnej modyfikacji epigenetycznej genomu oocytu oraz nie ukonczonego procesu
pietnowania matecznych genéow [62].

W badaniach Lucifero i wsp. (2002) wykazano, ze w nierosnacych, matych oocy-
tach nie wystepuje jeszcze metylacja, w rosnacych oocytach $redniej wielko$ci me-
tylacja alleli ma charakter mozaikowy, natomiast imprinting jest kompletny dopiero
w dojrzatych oocytach, w stadium metafazy II. Imprinting genéw matecznych rozpo-
czyna sie w okresie pourodzeniowym, stosunkowo p6zno w procesie oogenezy, bo
dopiero w stadium diplotenu pierwszego podzialu mejotycznego. Natomiast im-
printing genéw ojcowskich, jak wykazano na przyktadzie genu H19, zostaje zaini-
cjowany stosunkowo wcze$nie w procesie spermatogenezy, juz w diploidalnych,
prenatalnych gonocytach, na dtugo przed zapoczatkowaniem mejozy, a zakonczony
jest przed osiagnieciem stadium pachytenu, juz po urodzeniu [47]. W oocytach
w stadium metafazy Il stwierdzono catkowita metylacje DMRs (differentially methylated
regions) genow Snrpn, Igf2r, Peg3, natomiast brak metylacji tych genéw w doj-
rzatych plemnikach [47].

Po zapiodnieniu cze$¢ genoéw ulega demetylacji [48], jednak loci napietnowane
w trakcie rozwoju przedimplatacyjnego zachowuja charakterystyczny dla nich wzér
metylacji [63]. Wzér ten zachowany jest rowniez w trakcie metylacji de novo, ktéra
rozpoczyna sie w wezle zarodkowym blastocysty przy udziale metylaz de novo: Dnmt3a
i 3b [64]. Wczesna metylacja de novo jest konieczna dla prawidtowego rozwoju
plodu. Zarodek, u ktérego eksperymentalnie zablokowano aktywnos$¢ metylotrans-
feraz Dnmt3a i b cechujg anomalia wszystkich linii komérkowych [64].

Podlegajace pietnowaniu geny ssakow uczestniczg w regulacji wzrostu i rozwoju
ptodu, w rozwoju i funkcjonowaniu bton ptodowych, a takze wptywaja na zachowa-
nie osobnika po urodzeniu [65]. Wiekszo$¢ gendéw pochodzenia ojcowskiego wspo-
maga wzrost plodu, natomiast przewazajaca wiekszos¢ genéow pochodzenia mat-
czynego ma dzialanie przeciwne [49]. Przyktadem jest gen Igf2r (insulin-like growth
factor 2 receptor), ktoérego produkt biatkowy jest regulatorem wzrostu i rozwoju
ptodu. Myszy, ktére dziedzicza zmutowany, mateczny allel genu Igf2r padaja bezpo-
$rednio po urodzeniu. Dodatkowo obserwowano u nich zwiekszona $rednio o 20-25%
mase ciata, podwyzszony poziom IGF2 we krwi oraz inne anomalia [66]. Analogiczny
wzrost masy ciala zaobserwowano u pltodéw zwierzat domowych powstalych w wy-
niku klonowania lub pozaustrojowej produkcji zarodkéw, a zesp6t tego typu obja-
wow okresla sie jako syndrom duzego potomstwa (LOS, large offspring syndrome).
U owiec ze stwierdzonym zespotem LOS, wykazano brak ekspresji genu Igf2r oraz
jego btedng metylacje [67].
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Kolejnym genem podlegajacym imprintingowi, ktéry odgrywa istotng role w roz-
woju zarodka jest gen Snrpn (small nuclear ribonucleoprotein N). Mikrodelecja lub
translokacja tego genu u ludzi nastepujaca w obrebie chromosomu 15 (q11-q13)
prowadzi do powstania zespotu Angelmana (AS) lub Pradera-Willego (PWS). W przy-
padku zespotu Pradera-Willego chromosom 15 pochodzi od ojca, podczas gdy w ze-
spole Angellmana chromosom 15 pochodzi od matki [68]. Pomimo ze przyczyng obu
zespolow jest defekt tego samego genu to osoby z PWS charakteryzujg sie fenoty-
pem catkowicie odmiennym od fenotypu AS. Odmienne fenotypy obu zespotow
wskazujg na funkcjonalne, zalezne od plci, zr6znicowanie rejonu 15q11-13 [45,68].
Ro6znice w metylacji DNA w obrebie tego regionu wykorzystywane sg w diagnostyce
wymienionych zespotow. Udokumentowano przypadki podwyzszonego wystepowa-
nia zespotow AS i PWS u dzieci poczetych przy uzyciu technik wspomaganego roz-
rodu (IVF i/lub ICSI), co skfania do poszukiwania zalezno$ci miedzy stosowaniem
tych technik a wystepowaniem btedéw w nabywaniu prawidiowego imprintingu.
W dotychczasowych badaniach potwierdzono, ze stosowanie technik wspomagane-
go rozrodu niesie ryzyko wystgpienia takich btedéw. Zainteresowanie problematyka
imprintingu genomowego oraz epigenetycznego przeprogramowania szczegoélnie
wzrosto w zwiazku z dynamicznym rozwojem technik klonowania ssakéw. Dotych-
czas nie wyjasniono jeszcze czy przeniesienie wysoko zmetylowanego jadra komoér-
ki somatycznej do cytoplazmy wyenukleowanego oocytu jest gtéwna przyczyna ni-
skiej wydajnosci klonowania somatycznego. Rozwaza sie, czy oocyt jest zdolny do
peinego przemodelowania epigenetycznego jadra komoérki somatycznej, ktore juz
jest zmetylowane [50].

4. Geny specyficzne dla uzyskania kompetencji rozwojowej oocytu

Przy wykorzystaniu techniki knock-out udato sie zidentyfikowaé specyficzne
geny, ktére uczestnicza w osiaganiu kompetencji rozwojowej oocytu. Oprécz wczes-
niej opisanych genéw GDF-9, BMP-15, Cx37, ktorych defekty uniemozliwiaja pra-
widtowy wzrost i dojrzewanie oocytu, nalezy wspomnie¢ rowniez o genie FIGa od-
powiedzialnym za formowanie pecherzyka jajnikowego [69]. Role produktéow ge-
néw cdc25b, c-mos i formin-2 oméwiono juz wczesniej [1]. Specyficzne dla oocytu
sg rowniez geny Mater, Dnmt1 i TCL1. Ich transkrypcja i translacja odbywa sie
w trakcie oogenezy, natomiast aktywacja nastepuje dopiero w okresie rozwoju
przedimplantacyjnego. Gen Mater umozliwia kontynuacje podziatu zygoty do sta-
dium 2-komoérkowego [70]. Wylaczenie genu Dnmt1 skutkuje btedami w procesie
imprintingu genomu [59], natomiast produkt genu TCL1 umozliwia kompakcje mo-
ruli [71].

Odkrycie genéw specyficznych dla oocytu, ktére uczestniczg w jego dojrzewa-
niu, a nastepnie w rozwoju zarodka ma znaczenie aplikacyjne, gdyz produkty tych
genow moga stuzy¢ jako markery jakos$ci oocytu.

BIOTECHNOLOGIA 2 (69) 151-162 2005 159



Jolanta Opiela, Lucyna Katska-Ksiazkiewicz

5. Podsumowanie

Dynamiczny rozwdj biotechnologii rozrodu, ktéry nastapit w ostatnich 20. la-
tach ubiegtego stulecia, zaowocowal m.in. opracowaniem metod pozwalajacych na
lepsze wykorzystanie potencjafu rozrodczego samicy. Wynika ono ze stosowania
w rozrodzie zwierzat takich metod biotechnologicznych jak: przenoszenie zarod-
koéw, seksowanie nasienia lub zarodkow, klonowanie zarodkowe i somatyczne czy
otrzymywanie zwierzat transgenicznych. W zwigzku z tym powstato znaczne zapo-
trzebowanie na gamety zenskie oraz zarodki, zaréwno dla celéw hodowlanych jak
i doswiadczalnych. Prawidtowo dojrzaly oocyt musi osiagng¢ dojrzatos$¢ jadrows, cy-
toplazmatyczng i genomowa. Szczeg6towe poznanie mechanizméw kierujacych
osigganiem wszystkich aspektéw dojrzatosci pozwolitoby na optymalizacje warun-
kéw hodowli in vitro tak, aby oocyty dojrzewajgce in vitro nie odbiegaly jakoscig od
oocytow dojrzewajacych in vivo. Aby to osiggnac potrzebna jest jednak lepsza znajo-
mos$¢ mechanizmoéw biologii molekularnej oocytéw i zarodkow.

Praca wykonana w ramach zamawianego projektu badawczego PBZ-KBN-084/P06/4.4
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