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Selected methods of assessing the developmental competence of bovine oocytes and embryos

Summary

The development of assisted reproductive technologies (ART) is based on the application of advanced
molecular biology and cell biology techniques, including the analysis of gene expression, transcriptional
profile and proteomics research of bovine oocytes and embryos. The aim of numerous experiments is to select
candidate genes, whose expression and regulation affects the quality of oocytes and embryos. Currently, by
using modern techniques of molecular biology it is possible to determine the quality of oocytes in terms
of their capacity for maturation, fertilization and proper embryo development in preimplantation stages.
However, the molecular genetics methods used for assessing the quality of gametes and embryos are invasive
and lead to a partial or complete loss of cell viability. Therefore, it is very important now to search for new,
non-invasive methods which would make it possible to analyze several parameters of cells without their
destabilization.

The lab-on-a-chip system based on the microfluidic technology and recent developments in microengineering
constitutes a chemical or biotechnological laboratory in micro scale. The application of this system for the
analysis of bovine oocyte and embryo quality represents a fusion between reproductive biology and opto-
electronics. To date there has only been scarce research in this area, which has, nevertheless, demonstrated
that the analyses based on this system are non-invasive and objective. The analysis of oocyte and embryo
quality based on the lab-on-a-chip system, which reveals spectral characteristics of the cells may be an
important element in research on their developmental potential.

This article presents several aspects of the evaluation of bovine oocyte and embryo quality, including
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methods used for the analysis of cell developmental potential and competence.
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Przyczyny zaburzen rozwojowych oocytow
oraz zarodkow bydlgecych

Poziom dojrzatosci jadrowej oraz cytoplazmatycz-
nej oocytow tuz przed zaptodnieniem jest jednym
z najwazniejszych czynnikéw okreslajacych jako$¢
zarodkow oraz ich zdolnos$¢ do prawidlowego rozwo-
ju (20). Zaburzenie przebiegu tych proceséw podczas
dlugiego okresu rozwoju pgcherzykowego oocytow
ssakow (okres ten u bydta trwa okoto 84 dni od sta-
dium pgcherzyka pierwotnego do owulacji) jest jedna
z glownych przyczyn obnizonej zdolnosci do zaptod-

* Praca finansowana przez Unig Europejska z Europejskiego Funduszu Roz-
woju Regionalnego, umowa nr POIG.01.03.01-00-014/08-00.

nienia i niewlasciwego rozwoju zarodkow (30, 37).
Wsrdéd czynnikow zewnetrznych, w negatywny spo-
sob wplywajacych na zdolno$¢ rozrodcza krow, wy-
mienia si¢ stres cieplny, ktory jest jedna z gléwnych
przyczyn zaburzen ptodnosci (5, 7, 11). Stres cieplny
zaburza sekrecje¢ hormonalng, ktéra moze by¢ przy-
czyna uszkodzen oocytow (16, 38). Ponadto oocyty
pozyskiwane w okresie lata charakteryzuja si¢ znacz-
nie obnizona zdolnos$cia do zaptodnienia in vitro oraz
osiagnigcia stadium blastocysty (4, 39). Sugeruje sig,
Ze przyczyna tego zjawiska jest negatywny wplyw stre-
su cieplnego na poczatkowe stadia follikulogenezy
(41). Podczas dojrzewania oocytow in vitro niewtas-
ciwe warunki temperaturowe skutkuja znacznie zre-
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dukowanym wspotczynnikiem podziatéw komorek
zarodkowych oraz obnizong liczba zarodkéw osiaga-
jacych stadium blastocysty.

Mechanizm, na drodze ktdrego stres cieplny prowa-
dzi do tych zmian, nie zostat wyjasniony. Wskazuje
sig, Ze apoptoza jest jednym z procesow prowadza-
cych do zaburzen w osiaganiu przez oocyty kompe-
tencji rozwojowej. Do czynnikow mogqcych Wywo-
ta¢ apoptozg¢ w oocytach naleza: promieniowanie,
chemioteriapia oraz toksyny srodowiskowe (21, 36).
Perez i wsp. (36) wykazali, ze sfingomieliny oraz
ceramidy sa zwiazkami posredniczacymi w indukcji
apoptozy w oocytach w wyniku dziatania na te komoérki
wybranych lekow.

Szok cieplny jest kolejnym z czynnikéw mogacych
wywota¢ apoptozg w oocytach i zarodkach w stadium
przedimplantacyjnym (26, 35). Sugeruje sig, ze akty-
wacja szlaku kaspaz II grupy jest przyczyna zaburze-
nia procesu dojrzewania oocytdéw wywotanego szo-
kiem cieplnym. Komorki, w ktorych szlak kaspaz
zostal zaktywowany, moga przetrwac poczqtkowe
stadia apoptozy i przejs¢ przez kolejne etapy rozwoju
zarodkowego tuz po zaptodnieniu. Jednakze zarodki
takie traca zdolnos$¢ do podtrzymania prawidtowego,
postgpujacego wzrostu 1 rozwoju.

Metody klasyfikaciji
oraz ocena jakosci oocytow i zarodkow

Z poczatkiem XX wieku embriolog E. B. Wilson
sformutowat tezg ,,embryogenesis begins during ooge-
nesis”. Wielu sposrdd autorow sugeruje wazny udziat
oceny jakos$ci zenskich gamet nie tylko w prawidlo-
wym rozwoju zarodka, ale takze jego wtasciwej im-
plantacji i prawidtowym rozwoju ptodu (10, 14, 22,
25, 34). Prawidlowa jakos$¢ oocytow ksztattuje si¢ pod—
czas oogenezy i osiagana jest na drodze szeregu prze-
mian komorkowych oraz molekularnych, ktore §wiad-
cza o zdolnosci oocytow do dokonczenia podziatu
mejotycznego, zapewnieniu monospermicznego za-
ptodnienia, dekondensacji chromatyny plemnika, jak
1 prawidlowym rozwoju przedimplantacyjnym zarod-
ka. U ré6znych gatunkdéw ssakdw uzyskanie przez oocy-
ty tzw. kompetencji rozwojowej (developmental com-
petence) zostaje osiagnigte tylko przez nieliczng frak-
cje oocytow. Szacuje sig, ze jedynie 5-10% oocytéw
dojrzewajacych oraz zaptadnianych in vitro jest zdol-
nych do przeksztalcenia si¢ w zarodki charakteryzuja-
ce si¢ wysokim potencjatem rozwojowym (14). Kom-
petencje rozwojowe oocytow zaleza od wielu bioche-
micznych oraz komérkowych przemian skupionych
wokot prawidtowego przebiegu procesu dojrzewania
jadrowego oraz cytoplazmatycznego (23, 27). Kryte-
ria oceny morfologii oocytow opierajace sig na dostep-
nych metodach badawczych wydaja si¢ niewystarcza-
jace w okre$laniu potencjatu rozwojowego zarodkow,
co w konsekwencji nie przektada si¢ na uzyskiwanie
skutecznych ciaz u zwierzat. Stosowane dotychczas
metody molekularne doprowadzity do powstania no-
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wej, obiektywnej oceny jako$ci oocytow oraz zarod-
kow, dzieki ktorej mozliwe jest okreslenie ich poten-
cjatu rozwojowego (3, 14). Mankamentem tych metod
jednak jest ich inwazyjnos¢. Z tego powodu szereg
zespotow badawczych na calym $wiecie poszukuje
nowych, nieinwazyjnych metod oceny kompetencji
rozwojowej oocytow oraz jako$ci zarodkow z ich sze-
rokimi aplikacjami praktycznymi.

Zaréwno jakos¢, jak 1 potencjat rozwojowy oocytow
ksztattuja si¢ podczas follikulogenezy oraz podczas
p6zniejszych stadiow procesu dojrzewania 0ocytow.
Mimo ze procesy mejozy 1 dojrzewania jqdrowego
moga przebiega¢ z wysokq wydajnoscia, istniejg inne
istotne przemiany biochemiczne wewnatrz cytoplazmy,
ktérych wiasciwy przebieg jest niezbedny dla petnego
uzupetnienia potencjatu rozwojowego oocytow tuz
przed zaptodnieniem. Skuteczne dokonczenie tych
procesOw ma przebieg niezalezny od dojrzewania jad-
rowego 1jest okreslane mianem dojrzewania cytoplaz-
matycznego (23, 27). Oocyty, ktére nie dokonczyly
procesu dojrzewania cytoplazmatycznego charaktery-
Zuja si¢ obnizong jakos$cia oraz sa niezdolne do za-
ptodnienia, jak i prawidtowego rozwoju zarodka.

Zastosowanie technologii RNA w ocenie
potencjatu rozwojowego oocytow oraz zarodkow

Genomika opiera si¢ na przesiewowych badaniach
ekspresji gendw. Techniki takie, jak np.: mikromacie-
rze ekspresyjne, pozwalaja na analizowanie catego
transkryptomu w badanych oocytach czy zarodkach.
Monitorowanie zmian ekspresji genéw pozwala na
wybranie grup gendw, ktorych ekspresja jest specy-
ficzna dla danego, $cisle okreslonego fenotypu oocytu
lub zarodka (27, 34, 41). Sugeruje si¢, ze regulacja
ekspresji genéw w stadium przedimplantacyjnym od-
grywa bardzo wazng rolg we wlasciwym przebiegu
rozwoju ptodowego (9). Copp 1 wsp. (12) wykazali,
ze defekt zaledwie jednego genu prowadzi¢ moze do
zaburzenia procesu implantacji zarodka. Doktadne
poznanie szlakow regulacji ekspresji gendw moze przy-
czyni¢ si¢ w najblizszej przysztosci do pelniejszego
poznania krytycznych okresow wystepujacych podczas
rozwoju przedimplantacyjnego zarodkdéw oraz sformu-
towania doktadnych kryteriow okreslajacych jako$¢
oraz potencjal rozwojowy oocytéw oraz zarodkow.

Badania nad transkryptomem oocytow

Matczyny mRNA jest przechowywany w formie
nieaktywnej (,,maskowany”), a nastepnie wykorzysty-
wany jako matryca do syntezy biatka w specyficznym
stadium podczas dojrzewania oocytow badz wczesnej
embriogenezy (6, 25). Wzgledna zawarto$¢ czasteczek
mRNA jest specyficzna gatunkowo i w duzym stop-
niu uzalezniona od stadium rozwoju zarodka — w przy-
padku bydta poczawszy od zygoty, gdzie rozwoj prze-
biega w oparciu o nagromadzony materiat matczyny,
az do stadium 8-komorkowego, w ktorym dochodzi
do aktywacji genomu zarodkowego.
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Aktywacja genomu zarodkowego jest kluczowym
etapem we wczesnych stadiach rozwoju zarodkowe-
go u ssakow. Po zaptodnieniu zgromadzony matczy-
ny materiat w postaci mRNA oraz biatek wspomaga
wczesny rozwoj zarodka. U bydta przed gtoéwna akty-
wacja genomu zarodkowego (major genome activa-
tion) wystgpujacym w zarodku w stadium od 8 do 16
komorek nastgpuje tzw. mniejsza aktywacja genomu
zarodkowego (minor genome activation) rozpoczyna-
jaca sig od stadium zygoty (31). Badania Misirlioglu
1 wsp. (32) wykazaly réznice w profilu transkrypcyj-
nym pomiedzy dojrzatymi oocytami a zarodkami
w stadium 8-komorkowym dla gendw, ktorych pro-
dukty biatkowe reguluja takie procesy, jak: wlasciwy
przebieg transkrypcji, struktura chromatyny oraz
podstawowe funkcje komdrkowe. Ponadto zmiang
w transkryptomie wykazaty geny odpowiedzialne za
formowanie cech totlpotenqalnosm komorek zarod-
kowych, skutkujace roznicowaniem si¢ komorek w sta-
dium postimplantacyjnym. Badania z wykorzystaniem
techniki mikromacierzy nad oocytami bydlecymi przed
1 po dojrzewaniu mejotycznym wykazaty ekspresje
blisko 54% gendw, co przeklada si¢ na okoto 23 000
transkryptow. Najbardziej zroznicowany transkryptom
byt specyficzny dla genéw odpowiedzialnych za po-
liadenylacje (17). Zwigkszona ekspresje wykazywaty
geny, ktorych produkty biatkowe reguluja takie proce-
sy, jak: replikacja DNA, metabolizm aminokwaséw
oraz ekspresja bialek sygnalizacyjnych zwiazanych
z receptorami biatek G (15).

Badania nad transkryptomem zarodkéw

Stadia rozwoju przedimplantacyjnego zarodkow
charakteryzuja sig kilkoma istotnymi etapami. Wrod
najwazniejszych wymienia si¢; zamiang genomu mat-
czynego na genom zarodkowy oraz aktywacjg tego
druglego adhezjg komorek 1 ich kompakeje, jak row-
niez réznicowanie si¢ komorek do stadium blastocy-
sty. Wszystkie te etapy sa regulowane przez ekspresje
,maszynerii” genowej (40). Ruddock-D’Cruz 1 wsp.
(42) wykazali ekspresj¢ 100 genow regulujacych waz-
ne procesy podczas przedimplantacyjnego rozwoju
zarodkow bydlgcych. Produkty biatkowe tych gendéw
zaangazowane byty w takie procesy, jak: wazne szlaki
metaboliczne, regulacja transkrypcji 1 translacji, me-
tylacja DNA 1 modyfikacja histondw, stres oksydacyj-
ny, odpowiedz na syntezg czynnikow wzrostu, szlaki
sygnalizacyjne z udzialem cytokin, regulacja cyklu ko-
moérkowego oraz apoptoza. W badaniach tych wyto-
niono rowniez 68 genodw, ktorych produkty biatkowe
byly $cisle zwiazane z regulacja proceséw w poszcze-
gblnych stadiach, poczynajac od wzrostu pgcherzyko-
Wego, poprzez oogenezg, zygotq oraz kolejne stadia
rOZWOJu embrionalnego (2-, 4-, 8-, 16-), konczac na
moruli i blastocyscie.

Badania przeprowadzone przez Corcoran i wsp. (13),
wykorzystujace analizg transkryptomu blastocyst byd-
lecych in vivo oraz in vitro, wykazaty rdznice w eks-
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presji 384 genow, z ktorych 85% ulegato obnizonej
ekspresji w zarodkach in vitro w odniesieniu do za-
rodkéw in vivo.

Technologie proteomiczne i ich zastosowanie
w okre$laniu potencjatu rozwojowego oocytow
oraz zarodkow bydigcych

Dojrzewanie oocytdw i procesy ich rdéznicowania
si¢ regulowane sa przez ekspresje specyficznych ge-
noéw. W wielu komérkach mozna jednak zauwazy¢
brak zalezno$ci pomigdzy profilem transkrypcyjnym
a aktualna zawartos$cia biatek (28, 34). Zjawisko to
jest szczegdlnie obserwowane w oocytach, gdzie nie
mozna wytyczy¢ zadnych Scistych liniowych wspot-
zaleznosci pomigdzy poziomem mRNA a ilo$cia
odpowiadajacych im biatek. Aktywacja bialek jest
modulowana przez posttranslacyjne modyfikacje oraz
specyficzne kinazy 1 fosfatazy, kontrolujace wazne pro-
cesy komorkowe, takie jak: wzrost komorek 1 ich roz-
nicowanie, cykl komorkowy oraz podziat mejotyczny.
Podczas dojrzewania mejotycznego zenskich komo-
rek rozrodczych istotna rol¢ odgrywa aktywacja kinaz
biatkowych MPF i MAPK (8). Przeprowadzone bada-
nia dowodza, ze aktywnos¢ transkrypcyjna (efektyw-
no$¢ syntezy mRNA) gwaltownie obniza sig podczas
dOJrzewama mej otycznego (1 8) Sugeruje to, ze infor-
maCJa konieczna do osiagnigcia pelnej mejozy i naby-
cia kompetencji rozwojowych przez 0ocyt, co W dal-
szym etapie warunkuje prawidlowy rozwdj zarodka,
jest przechowywana gtoéwnie w postaci biatek (8).

Badania Kastropa i wsp. (23) oraz Trounsona i wsp.
(45) wykazaly, ze oocyty bydlgce dojrzewajace w wa-
runkach in vitro charakteryzuja si¢ zredukowana za-
wartoscia biatek w porownaniu z oocytami dojrzewa-
jacymi in vivo. Wskazanie na istotna rolg biatek w trak-
cie dojrzewania i nabywania kompetencji rozwojo-
wych przez komorki jajowe stwarza duze mozliwosci
badawcze dla technologii proteomicznych. Wysoka
rozdzielczos¢ dwukierunkowej elektroforezy biatek
(19), identyfikujaca biatka i peptydy oraz masowa spek-
trometria (1) stanowia istotne narzedzie dla wszech-
stronnej analizy proteomu oocytow i zarodkow w r6z-
nych stadiach rozwoju. Dwukierunkowa elektrofore-
za umozliwia wszechstronne i ilo§ciowe analizy du-
zej liczby biatek w komorce, jak rowniez ich posttran-
slacyjnych modyfikacji, a nastgpnie ich wizualizacjg
w réznym formacie (27). Bhojwani 1 wsp. (8) w bada-
niach po$wigconych analizie regulacji proces6w mo-
lekularnych zachodzacych podczas IVM 1 wplywu bu-
tylolaktonu I (BLI) na aktywacj¢ kinaz biatkowych
analizowali poziom ekspresji biatek i fosfoprotein za
pomoca narzgdzi proteomicznych, takich jak: dwukie-
runkowa eketroforeza, western blotting i MALDI-
TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption/Ioniza-
tion Time of Flight). Postlugujac si¢ tymi metodami
zidentyfikowano biatka, ktore byty w réznym stopniu
ufosforylowane podczas IVM w poszczeg6lnych sta-
diach rozwoju oocytow. Wykazano negatywny wplyw
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BLI na ekspresje kinaz biatkowych odpowiedzialnych
za fosforylacje biatek, w konsekwencji na zmiany ich
aktywnos$ci w obrebie komorki.

Ustalenie markeréw molekularnych charakteryzu-
jacych poszczegdlne stadia dojrzewania oocytow iroz-
woj zarodkow wraz z morfologiczng ich oceng skut-
kuje bardziej precyzyjna ocena jakosci, a tym samym
kompetencji rozwojowych badanych komorek (8).
Stwarza to mozliwos$¢ kreowania profili proteomu dla
wyselekcjonowanej grupy oocytow i zarodkow ssakow
(24). Godne uwagi wydaje si¢ takze wykorzystanie
technik proteomicznych jako metod nieinwazyjnych
w ocenie obecnosci bialek specyficznych dla komorek
wzgobrka jajonos$nego, ktore moga by¢ przeanalizowa-
ne bez narazania zywotnosci komorki jajowej (34).

Mikrosystemy analityczne typu ,,lab-on-a-chip”

Trwajacy od poczatku lat 50. ubiegtego stulecia roz-
woj mikroelektroniki zaowocowal powstaniem odrgb-
nej dziedziny nauki i techniki — mikrosystemow — in-
tegrujacych w jednym chipie, podobnym do uktadu
scalonego, elementy mikroelektroniczne (np. tranzy-
story, diody, uktady scalone), optoelektroniczne (np.
diody elektroluminescencyjne, fotodiody i §wiattowo-
dy) i mikromechaniczne (np. kanaty, rowki, viale, bel-
ki, membrany). Naturalnym etapem rozwoju mikro-
systemOw bylo zintegrowanie miniaturowych (kapi-
larnych) kanatow 1 komor reakcyjnych o pojemnosci
od pojedynczych nanolitréw do mikrolitrow oraz sen-
sorow wielkosci fizycznych 1 chemicznych, tworzacych
mikrosystem analityczny — pTAS (micro-total analy-
sis system), zwany dzi$ powszechnie laboratorium na
chipie (lab-on-a-chip). Zalety lab-on-a-chipéw — znacz-
nie zredukowana objgtos$ci reagentdw oraz probki zu-
zywanych do wykonania analizy, mozliwos$¢ pelnej
automatyzacji analizy oraz krotszy czas analizy, jak
1 mniejsze zuzycie energii oraz koszt pojedynczej ana-
lizy — spowodowaly szerokie ich rozpowszechnienie
w réznych dziedzinach nauk chemicznych, przyrodni-
czych, weterynaryjnych i medycznych. Lab-on-a-chipy
wykorzystywane sa np. w medycynie do diagnozowa-
nia wybranych chorob, kontroli, interakcji i odkrywa-
nia nowych lekow, detekcji substancji bioterrorystycz-
nych oraz monitoringu jako$ci wody, powietrza i Zyw-
nosci (2, 29, 43, 47, 48). W przysztosci lab-on-a-chipy
stang si¢ podstawowym narzedziem badawczym wy-
korzystywanym w szeregu laboratoriach medycznych
i biotechnologicznych, wykonujacym obiektywne, ta-
nie (a tym samym powszechne), szybkie i w pelni
zautomatyzowane analizy (50).

W ciagu ostatnich kilku lat lab-on-a-chipy znalazty
zastosowanie roéwniez w badaniach biologii rozrodu
(46). Znane z literatury rozwiazania techniczne lab-
on-a-chipéw umozliwiajace oceng jakosci komorek
rozrodczych zwierzat wykorzystuja metody mecha-
niczne (33), bio-chemiczne (33) lub optyczne (49).
Metoda mechaniczna, za pomoca ktérej wyznaczana
jest elastycznos¢ komorki, moze by¢ metoda niszcza-
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ca. W metodzie biochemicznej analizowane sg pro-
dukty metabolizmu komorek, a wigc jest to metoda
posrednia i wymagajaca skomplikowanego osprzetu
analitycznego. Metoda optyczna, polegajaca na pomia-
rze charakterystyki spektralnej $wiatta widzialnego,
absorbowanego przez ludzka komorke jajowa, umoz-
liwia oceng dojrzatosci oocytu ludzkiego, ale brak jest
informacji na temat szerszego wykorzystania tej me-
tody w odniesieniu do komorek rozrodczych zwierzat
hodowlanych. Wydaje sig, ze ze wzgledu na tatwos¢
integracji komponentow optycznych z lab-on-a-chipem
(np. $wiattowodoéw widknistych o $rednicach zblizo-
nych do $rednicy komorek rozrodczych) oraz nienisz-
czacej natury metody optycznej, pomiar charaktery-
styk spektralnych komorek rozrodczych jest najlepsza
metoda. Jedna z pierwszych prac dotyczacych tego
zagadnienia zostata opublikowana przez Szczepanska
1wsp. (44). Autorzy przeprowadzili petna charaktery-
styke spektralng oocytow/zarodkow swin oraz bydta.
Badania te wykazaly wyrazna korelacj¢ pomigdzy
morfologia oocytow i zarodkow a ich obrazem spek-
tralnym. Ponadto po raz pierwszy w ukladzie mate-
matycznym pokazano rdznice w jako$ci oocytow swin
pozyskanych z pecherzykow jajnikowych roznej wiel-
kosci (44).

Podsumowujac, w pracy przedstawiono wybrane
metody selekeji oraz analizy kompetencji rozwojowej
oocytow oraz zarodkoéw bydlecych. Opisane techniki
opierajace si¢ na analizie transkryptomu lub proteomu
badanych komorek dostarczaja informacji na temat
WaZnych dla prawidtowego funkcj onowania komorki
procesow. Wiele z tych proceséw 1 mechanizméow
swiadczy o wlasciwym dojrzewaniu oocytow, rozni-
cowaniu si¢ komorek zarodkowych oraz moze wska-
zywac¢ na prawidiowy przebieg implantacji, jak i roz-
woju zarodkéw w stadium postimplantacyjnym.
W pracy zwrocono takze uwage na pojawienie sig
w ciagu ostatnich kilku lat nieinwazyjnych metod oce-
ny jakosci oocytow oraz zarodkow.
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