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Artyku³ przegl¹dowy Review

Przyczyny zaburzeñ rozwojowych oocytów
oraz zarodków bydlêcych

Poziom dojrza³o�ci j¹drowej oraz cytoplazmatycz-
nej oocytów tu¿ przed zap³odnieniem jest jednym
z najwa¿niejszych czynników okre�laj¹cych jako�æ
zarodków oraz ich zdolno�æ do prawid³owego rozwo-
ju (20). Zaburzenie przebiegu tych procesów podczas
d³ugiego okresu rozwoju pêcherzykowego oocytów
ssaków (okres ten u byd³a trwa oko³o 84 dni od sta-
dium pêcherzyka pierwotnego do owulacji) jest jedn¹
z g³ównych przyczyn obni¿onej zdolno�ci do zap³od-

nienia i niew³a�ciwego rozwoju zarodków (30, 37).
W�ród czynników zewnêtrznych, w negatywny spo-
sób wp³ywaj¹cych na zdolno�æ rozrodcz¹ krów, wy-
mienia siê stres cieplny, który jest jedn¹ z g³ównych
przyczyn zaburzeñ p³odno�ci (5, 7, 11). Stres cieplny
zaburza sekrecjê hormonaln¹, która mo¿e byæ przy-
czyn¹ uszkodzeñ oocytów (16, 38). Ponadto oocyty
pozyskiwane w okresie lata charakteryzuj¹ siê znacz-
nie obni¿on¹ zdolno�ci¹ do zap³odnienia in vitro oraz
osi¹gniêcia stadium blastocysty (4, 39). Sugeruje siê,
¿e przyczyn¹ tego zjawiska jest negatywny wp³yw stre-
su cieplnego na pocz¹tkowe stadia follikulogenezy
(41). Podczas dojrzewania oocytów in vitro niew³a�-
ciwe warunki temperaturowe skutkuj¹ znacznie zre-
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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
methods used for the analysis of cell developmental potential and competence.
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dukowanym wspó³czynnikiem podzia³ów komórek
zarodkowych oraz obni¿on¹ liczb¹ zarodków osi¹ga-
j¹cych stadium blastocysty.

Mechanizm, na drodze którego stres cieplny prowa-
dzi do tych zmian, nie zosta³ wyja�niony. Wskazuje
siê, ¿e apoptoza jest jednym z procesów prowadz¹-
cych do zaburzeñ w osi¹ganiu przez oocyty kompe-
tencji rozwojowej. Do czynników mog¹cych wywo-
³aæ apoptozê w oocytach nale¿¹: promieniowanie,
chemioteriapia oraz toksyny �rodowiskowe (21, 36).
Perez i wsp. (36) wykazali, ¿e sfingomieliny oraz
ceramidy s¹ zwi¹zkami po�rednicz¹cymi w indukcji
apoptozy w oocytach w wyniku dzia³ania na te komórki
wybranych leków.

Szok cieplny jest kolejnym z czynników mog¹cych
wywo³aæ apoptozê w oocytach i zarodkach w stadium
przedimplantacyjnym (26, 35). Sugeruje siê, ¿e akty-
wacja szlaku kaspaz II grupy jest przyczyn¹ zaburze-
nia procesu dojrzewania oocytów wywo³anego szo-
kiem cieplnym. Komórki, w których szlak kaspaz
zosta³ zaktywowany, mog¹ przetrwaæ pocz¹tkowe
stadia apoptozy i przej�æ przez kolejne etapy rozwoju
zarodkowego tu¿ po zap³odnieniu. Jednak¿e zarodki
takie trac¹ zdolno�æ do podtrzymania prawid³owego,
postêpuj¹cego wzrostu i rozwoju.

Metody klasyfikacji
oraz ocena jako�ci oocytów i zarodków

Z pocz¹tkiem XX wieku embriolog E. B. Wilson
sformu³owa³ tezê �embryogenesis begins during ooge-
nesis�. Wielu spo�ród autorów sugeruje wa¿ny udzia³
oceny jako�ci ¿eñskich gamet nie tylko w prawid³o-
wym rozwoju zarodka, ale tak¿e jego w³a�ciwej im-
plantacji i prawid³owym rozwoju p³odu (10, 14, 22,
25, 34). Prawid³owa jako�æ oocytów kszta³tuje siê pod-
czas oogenezy i osi¹gana jest na drodze szeregu prze-
mian komórkowych oraz molekularnych, które �wiad-
cz¹ o zdolno�ci oocytów do dokoñczenia podzia³u
mejotycznego, zapewnieniu monospermicznego za-
p³odnienia, dekondensacji chromatyny plemnika, jak
i prawid³owym rozwoju przedimplantacyjnym zarod-
ka. U ró¿nych gatunków ssaków uzyskanie przez oocy-
ty tzw. kompetencji rozwojowej (developmental com-
petence) zostaje osi¹gniête tylko przez nieliczn¹ frak-
cjê oocytów. Szacuje siê, ¿e jedynie 5-10% oocytów
dojrzewaj¹cych oraz zap³adnianych in vitro jest zdol-
nych do przekszta³cenia siê w zarodki charakteryzuj¹-
ce siê wysokim potencja³em rozwojowym (14). Kom-
petencje rozwojowe oocytów zale¿¹ od wielu bioche-
micznych oraz komórkowych przemian skupionych
wokó³ prawid³owego przebiegu procesu dojrzewania
j¹drowego oraz cytoplazmatycznego (23, 27). Kryte-
ria oceny morfologii oocytów opieraj¹ce siê na dostêp-
nych metodach badawczych wydaj¹ siê niewystarcza-
j¹ce w okre�laniu potencja³u rozwojowego zarodków,
co w konsekwencji nie przek³ada siê na uzyskiwanie
skutecznych ci¹¿ u zwierz¹t. Stosowane dotychczas
metody molekularne doprowadzi³y do powstania no-

wej, obiektywnej oceny jako�ci oocytów oraz zarod-
ków, dziêki której mo¿liwe jest okre�lenie ich poten-
cja³u rozwojowego (3, 14). Mankamentem tych metod
jednak jest ich inwazyjno�æ. Z tego powodu szereg
zespo³ów badawczych na ca³ym �wiecie poszukuje
nowych, nieinwazyjnych metod oceny kompetencji
rozwojowej oocytów oraz jako�ci zarodków z ich sze-
rokimi aplikacjami praktycznymi.

Zarówno jako�æ, jak i potencja³ rozwojowy oocytów
kszta³tuj¹ siê podczas follikulogenezy oraz podczas
pó�niejszych stadiów procesu dojrzewania oocytów.
Mimo ¿e procesy mejozy i dojrzewania j¹drowego
mog¹ przebiegaæ z wysok¹ wydajno�ci¹, istniej¹ inne
istotne przemiany biochemiczne wewn¹trz cytoplazmy,
których w³a�ciwy przebieg jest niezbêdny dla pe³nego
uzupe³nienia potencja³u rozwojowego oocytów tu¿
przed zap³odnieniem. Skuteczne dokoñczenie tych
procesów ma przebieg niezale¿ny od dojrzewania j¹d-
rowego i jest okre�lane mianem dojrzewania cytoplaz-
matycznego (23, 27). Oocyty, które nie dokoñczy³y
procesu dojrzewania cytoplazmatycznego charaktery-
zuj¹ siê obni¿on¹ jako�ci¹ oraz s¹ niezdolne do za-
p³odnienia, jak i prawid³owego rozwoju zarodka.

Zastosowanie technologii RNA w ocenie
potencja³u rozwojowego oocytów oraz zarodków
Genomika opiera siê na przesiewowych badaniach

ekspresji genów. Techniki takie, jak np.: mikromacie-
rze ekspresyjne, pozwalaj¹ na analizowanie ca³ego
transkryptomu w badanych oocytach czy zarodkach.
Monitorowanie zmian ekspresji genów pozwala na
wybranie grup genów, których ekspresja jest specy-
ficzna dla danego, �ci�le okre�lonego fenotypu oocytu
lub zarodka (27, 34, 41). Sugeruje siê, ¿e regulacja
ekspresji genów w stadium przedimplantacyjnym od-
grywa bardzo wa¿n¹ rolê we w³a�ciwym przebiegu
rozwoju p³odowego (9). Copp i wsp. (12) wykazali,
¿e defekt zaledwie jednego genu prowadziæ mo¿e do
zaburzenia procesu implantacji zarodka. Dok³adne
poznanie szlaków regulacji ekspresji genów mo¿e przy-
czyniæ siê w najbli¿szej przysz³o�ci do pe³niejszego
poznania krytycznych okresów wystêpuj¹cych podczas
rozwoju przedimplantacyjnego zarodków oraz sformu-
³owania dok³adnych kryteriów okre�laj¹cych jako�æ
oraz potencja³ rozwojowy oocytów oraz zarodków.

Badania nad transkryptomem oocytów
Matczyny mRNA jest przechowywany w formie

nieaktywnej (�maskowany�), a nastêpnie wykorzysty-
wany jako matryca do syntezy bia³ka w specyficznym
stadium podczas dojrzewania oocytów b¹d� wczesnej
embriogenezy (6, 25). Wzglêdna zawarto�æ cz¹steczek
mRNA jest specyficzna gatunkowo i w du¿ym stop-
niu uzale¿niona od stadium rozwoju zarodka � w przy-
padku byd³a pocz¹wszy od zygoty, gdzie rozwój prze-
biega w oparciu o nagromadzony materia³ matczyny,
a¿ do stadium 8-komórkowego, w którym dochodzi
do aktywacji genomu zarodkowego.
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Aktywacja genomu zarodkowego jest kluczowym
etapem we wczesnych stadiach rozwoju zarodkowe-
go u ssaków. Po zap³odnieniu zgromadzony matczy-
ny materia³ w postaci mRNA oraz bia³ek wspomaga
wczesny rozwój zarodka. U byd³a przed g³ówn¹ akty-
wacj¹ genomu zarodkowego (major genome activa-
tion) wystêpuj¹cym w zarodku w stadium od 8 do 16
komórek nastêpuje tzw. mniejsza aktywacja genomu
zarodkowego (minor genome activation) rozpoczyna-
j¹ca siê od stadium zygoty (31). Badania Misirlioglu
i wsp. (32) wykaza³y ró¿nice w profilu transkrypcyj-
nym pomiêdzy dojrza³ymi oocytami a zarodkami
w stadium 8-komórkowym dla genów, których pro-
dukty bia³kowe reguluj¹ takie procesy, jak: w³a�ciwy
przebieg transkrypcji, struktura chromatyny oraz
podstawowe funkcje komórkowe. Ponadto zmianê
w transkryptomie wykaza³y geny odpowiedzialne za
formowanie cech totipotencjalno�ci komórek zarod-
kowych, skutkuj¹ce ró¿nicowaniem siê komórek w sta-
dium postimplantacyjnym. Badania z wykorzystaniem
techniki mikromacierzy nad oocytami bydlêcymi przed
i po dojrzewaniu mejotycznym wykaza³y ekspresjê
blisko 54% genów, co przek³ada siê na oko³o 23 000
transkryptów. Najbardziej zró¿nicowany transkryptom
by³ specyficzny dla genów odpowiedzialnych za po-
liadenylacjê (17). Zwiêkszon¹ ekspresjê wykazywa³y
geny, których produkty bia³kowe reguluj¹ takie proce-
sy, jak: replikacja DNA, metabolizm aminokwasów
oraz ekspresja bia³ek sygnalizacyjnych zwi¹zanych
z receptorami bia³ek G (15).

Badania nad transkryptomem zarodków
Stadia rozwoju przedimplantacyjnego zarodków

charakteryzuj¹ siê kilkoma istotnymi etapami. W�ród
najwa¿niejszych wymienia siê; zamianê genomu mat-
czynego na genom zarodkowy oraz aktywacjê tego
drugiego, adhezjê komórek i ich kompakcjê, jak rów-
nie¿ ró¿nicowanie siê komórek do stadium blastocy-
sty. Wszystkie te etapy s¹ regulowane przez ekspresjê
�maszynerii� genowej (40). Ruddock-D�Cruz i wsp.
(42) wykazali ekspresjê 100 genów reguluj¹cych wa¿-
ne procesy podczas przedimplantacyjnego rozwoju
zarodków bydlêcych. Produkty bia³kowe tych genów
zaanga¿owane by³y w takie procesy, jak: wa¿ne szlaki
metaboliczne, regulacja transkrypcji i translacji, me-
tylacja DNA i modyfikacja histonów, stres oksydacyj-
ny, odpowied� na syntezê czynników wzrostu, szlaki
sygnalizacyjne z udzia³em cytokin, regulacja cyklu ko-
mórkowego oraz apoptoza. W badaniach tych wy³o-
niono równie¿ 68 genów, których produkty bia³kowe
by³y �ci�le zwi¹zane z regulacj¹ procesów w poszcze-
gólnych stadiach, poczynaj¹c od wzrostu pêcherzyko-
wego, poprzez oogenezê, zygotê oraz kolejne stadia
rozwoju embrionalnego (2-, 4-, 8-, 16-), koñcz¹c na
moruli i blastocy�cie.

Badania przeprowadzone przez Corcoran i wsp. (13),
wykorzystuj¹ce analizê transkryptomu blastocyst byd-
lêcych in vivo oraz in vitro, wykaza³y ró¿nice w eks-

presji 384 genów, z których 85% ulega³o obni¿onej
ekspresji w zarodkach in vitro w odniesieniu do za-
rodków in vivo.

Technologie proteomiczne i ich zastosowanie
w okre�laniu potencja³u rozwojowego oocytów

oraz zarodków bydlêcych
Dojrzewanie oocytów i procesy ich ró¿nicowania

siê regulowane s¹ przez ekspresjê specyficznych ge-
nów. W wielu komórkach mo¿na jednak zauwa¿yæ
brak zale¿no�ci pomiêdzy profilem transkrypcyjnym
a aktualn¹ zawarto�ci¹ bia³ek (28, 34). Zjawisko to
jest szczególnie obserwowane w oocytach, gdzie nie
mo¿na wytyczyæ ¿adnych �cis³ych liniowych wspó³-
zale¿no�ci pomiêdzy poziomem mRNA a ilo�ci¹
odpowiadaj¹cych im bia³ek. Aktywacja bia³ek jest
modulowana przez posttranslacyjne modyfikacje oraz
specyficzne kinazy i fosfatazy, kontroluj¹ce wa¿ne pro-
cesy komórkowe, takie jak: wzrost komórek i ich ró¿-
nicowanie, cykl komórkowy oraz podzia³ mejotyczny.
Podczas dojrzewania mejotycznego ¿eñskich komó-
rek rozrodczych istotn¹ rolê odgrywa aktywacja kinaz
bia³kowych MPF i MAPK (8). Przeprowadzone bada-
nia dowodz¹, ¿e aktywno�æ transkrypcyjna (efektyw-
no�æ syntezy mRNA) gwa³townie obni¿a siê podczas
dojrzewania mejotycznego (18). Sugeruje to, ¿e infor-
macja konieczna do osi¹gniêcia pe³nej mejozy i naby-
cia kompetencji rozwojowych przez oocyt, co w dal-
szym etapie warunkuje prawid³owy rozwój zarodka,
jest przechowywana g³ównie w postaci bia³ek (8).

Badania Kastropa i wsp. (23) oraz Trounsona i wsp.
(45) wykaza³y, ¿e oocyty bydlêce dojrzewaj¹ce w wa-
runkach in vitro charakteryzuj¹ siê zredukowan¹ za-
warto�ci¹ bia³ek w porównaniu z oocytami dojrzewa-
j¹cymi in vivo. Wskazanie na istotn¹ rolê bia³ek w trak-
cie dojrzewania i nabywania kompetencji rozwojo-
wych przez komórki jajowe stwarza du¿e mo¿liwo�ci
badawcze dla technologii proteomicznych. Wysoka
rozdzielczo�æ dwukierunkowej elektroforezy bia³ek
(19), identyfikuj¹ca bia³ka i peptydy oraz masowa spek-
trometria (1) stanowi¹ istotne narzêdzie dla wszech-
stronnej analizy proteomu oocytów i zarodków w ró¿-
nych stadiach rozwoju. Dwukierunkowa elektrofore-
za umo¿liwia wszechstronne i ilo�ciowe analizy du-
¿ej liczby bia³ek w komórce, jak równie¿ ich posttran-
slacyjnych modyfikacji, a nastêpnie ich wizualizacjê
w ró¿nym formacie (27). Bhojwani i wsp. (8) w bada-
niach po�wiêconych analizie regulacji procesów mo-
lekularnych zachodz¹cych podczas IVM i wp³ywu bu-
tylolaktonu I (BLI) na aktywacjê kinaz bia³kowych
analizowali poziom ekspresji bia³ek i fosfoprotein za
pomoc¹ narzêdzi proteomicznych, takich jak: dwukie-
runkowa eketroforeza, western blotting i MALDI-
TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption/Ioniza-
tion Time of Flight). Pos³uguj¹c siê tymi metodami
zidentyfikowano bia³ka, które by³y w ró¿nym stopniu
ufosforylowane podczas IVM w poszczególnych sta-
diach rozwoju oocytów. Wykazano negatywny wp³yw
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BLI na ekspresjê kinaz bia³kowych odpowiedzialnych
za fosforylacjê bia³ek, w konsekwencji na zmiany ich
aktywno�ci w obrêbie komórki.

Ustalenie markerów molekularnych charakteryzu-
j¹cych poszczególne stadia dojrzewania oocytów i roz-
wój zarodków wraz z morfologiczn¹ ich ocen¹ skut-
kuje bardziej precyzyjn¹ ocen¹ jako�ci, a tym samym
kompetencji rozwojowych badanych komórek (8).
Stwarza to mo¿liwo�æ kreowania profili proteomu dla
wyselekcjonowanej grupy oocytów i zarodków ssaków
(24). Godne uwagi wydaje siê tak¿e wykorzystanie
technik proteomicznych jako metod nieinwazyjnych
w ocenie obecno�ci bia³ek specyficznych dla komórek
wzgórka jajono�nego, które mog¹ byæ przeanalizowa-
ne bez nara¿ania ¿ywotno�ci komórki jajowej (34).

Mikrosystemy analityczne typu �lab-on-a-chip�
Trwaj¹cy od pocz¹tku lat 50. ubieg³ego stulecia roz-

wój mikroelektroniki zaowocowa³ powstaniem odrêb-
nej dziedziny nauki i techniki � mikrosystemów � in-
tegruj¹cych w jednym chipie, podobnym do uk³adu
scalonego, elementy mikroelektroniczne (np. tranzy-
story, diody, uk³ady scalone), optoelektroniczne (np.
diody elektroluminescencyjne, fotodiody i �wiat³owo-
dy) i mikromechaniczne (np. kana³y, rowki, viale, bel-
ki, membrany). Naturalnym etapem rozwoju mikro-
systemów by³o zintegrowanie miniaturowych (kapi-
larnych) kana³ów i komór reakcyjnych o pojemno�ci
od pojedynczych nanolitrów do mikrolitrów oraz sen-
sorów wielko�ci fizycznych i chemicznych, tworz¹cych
mikrosystem analityczny � µTAS (micro-total analy-
sis system), zwany dzi� powszechnie laboratorium na
chipie (lab-on-a-chip). Zalety lab-on-a-chipów � znacz-
nie zredukowana objêto�ci reagentów oraz próbki zu-
¿ywanych do wykonania analizy, mo¿liwo�æ pe³nej
automatyzacji analizy oraz krótszy czas analizy, jak
i mniejsze zu¿ycie energii oraz koszt pojedynczej ana-
lizy � spowodowa³y szerokie ich rozpowszechnienie
w ró¿nych dziedzinach nauk chemicznych, przyrodni-
czych, weterynaryjnych i medycznych. Lab-on-a-chipy
wykorzystywane s¹ np. w medycynie do diagnozowa-
nia wybranych chorób, kontroli, interakcji i odkrywa-
nia nowych leków, detekcji substancji bioterrorystycz-
nych oraz monitoringu jako�ci wody, powietrza i ¿yw-
no�ci (2, 29, 43, 47, 48). W przysz³o�ci lab-on-a-chipy
stan¹ siê podstawowym narzêdziem badawczym wy-
korzystywanym w szeregu laboratoriach medycznych
i biotechnologicznych, wykonuj¹cym obiektywne, ta-
nie (a tym samym powszechne), szybkie i w pe³ni
zautomatyzowane analizy (50).

W ci¹gu ostatnich kilku lat lab-on-a-chipy znalaz³y
zastosowanie równie¿ w badaniach biologii rozrodu
(46). Znane z literatury rozwi¹zania techniczne lab-
on-a-chipów umo¿liwiaj¹ce ocenê jako�ci komórek
rozrodczych zwierz¹t wykorzystuj¹ metody mecha-
niczne (33), bio-chemiczne (33) lub optyczne (49).
Metoda mechaniczna, za pomoc¹ której wyznaczana
jest elastyczno�æ komórki, mo¿e byæ metod¹ niszcz¹-

c¹. W metodzie biochemicznej analizowane s¹ pro-
dukty metabolizmu komórek, a wiêc jest to metoda
po�rednia i wymagaj¹ca skomplikowanego osprzêtu
analitycznego. Metoda optyczna, polegaj¹ca na pomia-
rze charakterystyki spektralnej �wiat³a widzialnego,
absorbowanego przez ludzk¹ komórkê jajow¹, umo¿-
liwia ocenê dojrza³o�ci oocytu ludzkiego, ale brak jest
informacji na temat szerszego wykorzystania tej me-
tody w odniesieniu do komórek rozrodczych zwierz¹t
hodowlanych. Wydaje siê, ¿e ze wzglêdu na ³atwo�æ
integracji komponentów optycznych z lab-on-a-chipem
(np. �wiat³owodów w³óknistych o �rednicach zbli¿o-
nych do �rednicy komórek rozrodczych) oraz nienisz-
cz¹cej natury metody optycznej, pomiar charaktery-
styk spektralnych komórek rozrodczych jest najlepsz¹
metod¹. Jedna z pierwszych prac dotycz¹cych tego
zagadnienia zosta³a opublikowana przez Szczepañsk¹
i wsp. (44). Autorzy przeprowadzili pe³n¹ charaktery-
stykê spektraln¹ oocytów/zarodków �wiñ oraz byd³a.
Badania te wykaza³y wyra�n¹ korelacjê pomiêdzy
morfologi¹ oocytów i zarodków a ich obrazem spek-
tralnym. Ponadto po raz pierwszy w uk³adzie mate-
matycznym pokazano ró¿nice w jako�ci oocytów �wiñ
pozyskanych z pêcherzyków jajnikowych ró¿nej wiel-
ko�ci (44).

Podsumowuj¹c, w pracy przedstawiono wybrane
metody selekcji oraz analizy kompetencji rozwojowej
oocytów oraz zarodków bydlêcych. Opisane techniki
opieraj¹ce siê na analizie transkryptomu lub proteomu
badanych komórek dostarczaj¹ informacji na temat
wa¿nych dla prawid³owego funkcjonowania komórki
procesów. Wiele z tych procesów i mechanizmów
�wiadczy o w³a�ciwym dojrzewaniu oocytów, ró¿ni-
cowaniu siê komórek zarodkowych oraz mo¿e wska-
zywaæ na prawid³owy przebieg implantacji, jak i roz-
woju zarodków w stadium postimplantacyjnym.
W pracy zwrócono tak¿e uwagê na pojawienie siê
w ci¹gu ostatnich kilku lat nieinwazyjnych metod oce-
ny jako�ci oocytów oraz zarodków.
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