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Summary

The aim of this review was to present the role of embryonic genome activation in zygote formation and
in early embryonic development. Moreover, the authors emphasize the influence of selected factors on the
quality and development of embryos in preimplantation stages.

In recent years, reproductive biologists have focused on such processes as the regulation of oogenesis,
folliculogenesis and morphogenesis. Thanks to the development of molecular biology and reproductive
bio-techniques, it was possible to demonstrate the important role that activation of the embryonic genome
plays in the above processes. Embryonic genome activation is a specific process whose origins dependent on
the species of the mammal. In some species, activation of the embryonic genome begins in the 2-cell-stage
embryo, while in others it begins during the 5™ cell division. Molecular changes associated with embryonic
genome activation play a crucial role in the morphological structure of the embryo. However, most of these
morphological structure changes occur in the cell nucleus following the formation of nucleolus precursor
bodies (NPB). It has also been suggested that epigenetic changes, such as the methylation and demethylation
of embryonic DNA or the acetylation of histones, may play an important role in embryonic genome activation.
There is little literature describing the influence of sperm RNA on basic semen parameters, the ability of
a spermatozoon to fertilize an oocyte, or early mammalian embryonic development. This review discusses
these parameters, as well as the role of micro-engineering and microfluidic research in the assessment of
embryo quality.
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W ciagu ostatniej dekady $winia zyskata szczeg6lne
zainteresowanie naukowcow jako uzyteczny model bio-
medyczny. Jest jednym z gatunkow, ktory najlepiej od-
zwierciedla fizjologi¢ 1 anatomig poszczegdlnych ukta-
dow cztowieka, jednoczesnie stanowiac powszechnie
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dostepny materiat do badan. Dzielac z czlowiekiem
wiele podobnych cech anatomicznych i fizjologicznych
stanowi przydatny model wykorzystywany w medycy-
nie, toksykologii, farmakologii i w badaniach nad prze-
biegiem wielu chorob (33). PomyS$lne zastosowania
klonowania poprzez transfer jadra komorki somatycz-
nej u $wini nasilily ten proces znaczaco, umozliwiajac
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produkcje zwierzat modyfikowanych genetycznie. Od
tego czasu zaczely pojawiac si¢ osobniki majace zinak-
tywowane technika rekombinacji homologicznej geny,
np. allel genu alfa-1,3-galaktozylotransferazy — poten-
cjalnie wykorzystywane w ksenotransplantacji (29),
a takze transgeniczne zwierzgta obciazone genetyczny-
mi chorobami wystepujacymi u ludzi (5). Niemniej jed-
nak, by w pelni wykorzysta¢ potencjat tego gatunku jako
modelu biomedycznego, istnieje ciagta koniecznos¢
prowadzenia dalszych badan w dziedzinie biologii roz-
rodu u $win. U ludzi, myszy 1 $wini morfologiczne i mo-
lekularne mechanizmy poczatkowego rozwoju zarodka
wskazuja na wiele podobienstw, ale takze na istotne r6z-
nice. To, co r6zni wymienione gatunki, dotyczy przede
wszystkim zmian w epigenetycznym przeprogramowa-
niu zarodka tuz po zaptodnieniu, czasu rozpoczgcia
gléwnej aktywacji genomu, molekularnej kontroli za-
rodka, wstgpnego roznicowania komorek i pluripotencji
czy tez tworzenia tkanek ptodowych i tozyska (30). R6z-
nice te nalezy z cata pewnos$cia uwzgledni¢ przy wyko-
rzystaniu $wini jako modelu biomedycznego na kaz-
dym polu badawczym. Ponadto moga stac si¢ przyczy-
na niematych trudno$ci w hodowlach §winskich komo-
rek macierzystych. Konieczne jest zatem nieustanne po-
znawanie procesOw odpowiedzialnych za prawidlowy
rozw0j zarodkow oraz okreslenie funkcji molekularnych
mechanizméw kontrolujacych jego wezesny rozwdj.

Zaptodnienie oraz aktywacja genomu zarodkowego

U nizszych organizméw jak Drosophila czy Xenopus
podczas wczesnych stadiow oogenezy oraz follikulo-
genezy gromadzony mRNA jest stabilny, jego ilo$¢ nie
zmniejsza si¢ tuz po zaptodnieniu oraz odgrywa on istot-
na rol¢ w formowaniu zygoty oraz kierowaniu wczes-
nymi stadiami rozwoju embrionalnego (48). W przeci-
wienstwie do tych gatunkow, u ssakow mRNA groma-
dzony podczas oogenezy ulega degradacji krotko po
zaptodnieniu. Dlatego tez aktywacja genomu zarodko-
wego u ssakow, jak 1 synteza mRNA zarodkowego musi
nastapi¢ we wczesnych stadiach rozwoju embrionalne-
go (4, 19, 38, 47). Aktywacja genomu zarodkowego
u ssakow jest podzielona na dwa etapy; w pierwszym
dochodzi do gtownej aktywacji genomu zarodkowego,
czemu towarzyszy znaczny wzrost transkrypcji, po czym
nastepuje aktywacja mniejszej czesci genomu. Gtoéwna
aktywacja genomu zarodkowego jest procesem gatun-
kowo specyficznym i wystgpuje podczas $cisle okres-
lonego stadium rozwoju zarodka: pod koniec drugiego
podziatu komoérkowego u myszy, pod koniec trzeciego
podziatu u §win, pomigdzy 4. a 5. podzialem u bydta
1 cztowieka oraz podczas 5. podziatu u krolika (47).

Aktywacja genomu zarodkowego
w aspekcie morfologicznym i molekularnym

Zmiany morfologiczne zwiazane z aktywacja geno-
mu zarodkowego dotycza gtownie jadra komorkowego
formujacej sig zygoty, w ktorym dochodzi do ksztatto-
wania si¢ w petni funkcjonalnych rybosomoéw z nieak-
tywnych prekursorowych cialtek jaderkowych (NPB —
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nucleolus precursor bodies). U §win przed gtowna akty-
wacja genomu zarodkowego NPB formuja skondenso-
wane sferyczne struktury. Podczas formowania zygoty
struktury te znajduja si¢ w przedjadrzu, gdzie przypo-
minaja pozostatosci jaderkowe widoczne w oocytach
po zakonczonej fazie wzrostu (26). Podczas gtowne;j
aktywacji genomu zarodkowego NPB traca swoja ges-
to$¢ 1 upakowana strukture, a nastgpnie ulegajal trans-
formacji do w petni funkcjonalnego jaderka zawieraja-
cego wszystkie specyficzne komponenty, jak: centrum
wlokniste (gdzie znajduje sig¢ rybosomalny RNA-rRNA
oraz enzymy niezbgdne dla aktywacji transkrypcji),

geste komponenty wiokniste (zawierajacy formujace sig
czasteczki rRNA) oraz ziarniste komponenty, zawiera-
jace podjednostki rybosomowe 1 enzymy katalizujace
proces kondensacji (14). Funkcjonalne struktury jader-
kowe poczatkowo pojawiaja si¢ na powierzchni lub
obwodzie NPB. Proces ten wykazuje specyficznos¢
gatunkowa. U myszy wystgpuje w zarodkach w stadium
dwukomorkowym, u §win w stadium 4-komorkowym,
natomiast u cztowieka w stadium 8-komorkowym (16,
42,45, 46). Podczas kolejnych stadiow rozwoju zarod-
kowego, zachodzacych podziatéw komdrkowych oraz
aktywacji jaderkowej w petni funkcjonalne jaderko
widoczne jest we wszystkich blastomerach. Transfor-
macja NPB do jaderka wymaga aktywacji RNA poli-
merazy | oraz wlasciwego funkcjonowania szeregu bia-
tek zwiazanych z rRNA (41, 42). Podczas aktywacji
jaderkowej u §win RNA polimeraza I jest zlokalizo-
wana w centrum wtdknistym. Nastgpnie szereg innych
biatek zwiazanych z jaderkiem, jak nukleolina czy
nukleofosmina, jest zlokalizowanych w jaderku (2, 16).
Rozwdj jaderkowy w zarodku jest $ci§le zwiazany z wy-
korzystaniem jako matrycy matczynego materiatu ge-
netycznego pochodzacego z oocytow oraz po czgsci
z wykorzystaniem bialek pochodzacych z transkrypcji
genodw z wezesnych stadidw roznicowania si¢ genomu
zarodkowego (26, 31, 41, 48). Réznice charakteryzuja-
ce rozwoj jaderkowy podczas wczesnych stadiow roz-
woju embrionalnego moga stuzy¢ jako markery akty-
wacji genomu zarodkowego w badaniach np. zarodkow
pochodzacych z klonowania (42).

Modyfikacje epigenetyczne
a wczesne stadia rozwoju embrionalnego

Zmiany molekularne obejmujace aktywacje genomu
zarodkowego podczas formujacej sig zygoty oraz poz-
niej szych stadiow roznicowania si¢ blastomerow sa
$cisle zwiazane z epigenetycznym remodelingiem ojcow-
skiego genomu do totipotencjalnego genomu zarodko-
wego. PO_] gcie ,,epigenetyka” okresla zmiany w ekspre-
sji genoéw spowodowane mechanizmami odmiennymi
od zmian sekwencji DNA, ktore moga by¢ dziedziczo-
ne przez podzialy komérkowe w wielu pokoleniach
komorek (11, 28). Glownymi modyfikacjami epigene-
tycznymi, majacymi $cisty zwiazek z aktywacja geno-
mu zarodkowego sa: metylacja DNA oraz modyfikacje
histonéw. Hipermetylacja DNA jest zwykle zwigzana
z zahamowaniem transkrypcji (23). Proces metylacji
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jest katalizowany przez grupg enzymdéw okreslanych
jako DNA metylotransferazy (DNMT). Proces mody-
fikacji histonow obejmuje gtownie acetylacje i deace-
tylacje. Acetylacja wigkszej liczby reszt lizynowych
niz 16 w strukturze histonow: H2A, H2B, H3 oraz H4
sprawia, ze chromatyna jest aktywna transkrypcyjnie.
Hiperacetylacja histondw rdzeniowych wzmacnia pro-
ces wigzania sig do nukleosomow czynnikow transkryp-
cyjnych (39). Proces deacetylacji histonow zwiazany
Jest $cisle z zahamowaniem transkrypcji oraz konden-
sacja chromatyny (40), dlatego tez procesy metylacji
DNA oraz acetylacji histondw sa ze soba zsynchroni-
zowane.

Rozwo6j ssakow poczawszy od etapu zaplodnienia
charakteryzuje si¢ dwukierunkowym modelingiem epi-
genetycznym. Pierwsze programowanie epigenetyczne
w postaci metylacji DNA nastgpuje podczas gameto-
genezy, podczas gdy drugi cykl ma miejsce krétko po
zaplodnieniu podczas przedimplantacyjnego rozwoju
zarodkow (34, 35).

Podczas wczesnych stadiow rozwoju zarodkowego
u ssakow dochodzi do formowania pierwotnych komo-
rek zarodkowych (PGC, primordial germ cells). Poczat-
kowo te wysoce specyficzne komorki posiadaja DNA
w formie hipermetylowanej. Nastgpnie w komodrkach
tych DNA wystepuje w formie hipometylowanej. Pro-
ces demetylacji jest specyficzny gatunkowo. U myszy
zostaje zakonczony do 13,5. dnia rozwoju zarodkowe-
go (13, 36). Badania analizujace status metylacji po-
wtorzen cetromerycznych pokazaty, ze u §win komorki
PGC podlegaja podobnemu procesowi demetylacji, kto-
ry zostaje zakonczony 28. dnia rozwoju zarodkowego
(32). Podczas wczesnych etapow gametogenezy, gdy
z komorek PGC roznicuja si¢ plemniki oraz oocyty, na-
stepuje proces metylacji de novo. Procesy demetylacji
oraz remetylacji nastqpu] ace w tych stadiach stanowia
pierwsza rundg zmian epigenetycznych dotyczacych ko-
morek rozrodczych. Specyficzna ptciowo metylacja
DNA dotyczaca poszczegolnych loci prowadzi do ufor-
mowania wzoru imprintingu genomowego. Proces me-
tylacji DNA de novo jest katalizowany przez jedne
z izoform metylotransferazy-DNMT3a 1 DNMT3b.
Istnieja rowniez doniesienia wskazujace na rolg biatka
DNMT3L w pigtnowaniu genomowym (3).

Druga runda programowania epigenetycznego naste-
puje pomigdzy zaptodnieniem a formowaniem blasto-
cysty (38). Krotko po zaptodnieniu protamlny, ktore
podczas spermatogenezy $cisle upakowywaty ni¢ chro-
matynowa w glowce plemnika, sa zastgpowane przez
histony (7, 18, 20, 21). Mechanizm ten jest poprzedzo-
ny poprzez szybka utratg¢ wzoru metylacji DNA w oj-
cowskich przedjadrzach. Proces ten zachodzi przed po-
czatkiem replikacji DNA poprzez aktywne usuwanie
grup metylowych przez dotychczas niezidentyfikowa-
ne enzymy (34). W tym momencie heterochromatyna,
cetromery, retrotranspozony oraz zametylowane geny
ojcowskie sa chronione przed demetylacja. W matczy-
nych przedjadrzach proces demetylacji zachodzi w spo-
sOb pasywny, polegajacy na nie dodawaniu nowych grup
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metylowych do DNA podczas fazy S cyklu komorko-
wego. Dlatego tez genom matczyny pozostaje w for-
mie demetylowanej az do momentu pierwszych podzia-
tow komoérkowych. Pigtnowane epigenetycznie geny
matczyne zachowuja specyficzny dla linii komorek
ptciowych wzoér metylacji prawdopodobnie dzigki ak-
tywnosci dziedziczonego z oocytéw biatka DNMT1o
(15). Rozpoczecie drugiej rundy metylacji de novo
nastgpuje przed aktywacja genomu zarodkowego
i umozliwia ekspresj¢ roznych genow, skutkujacych
inaktywacja chromosomu X oraz aktywacja czynnik(')w
regulujacych tkankowo specyficzna ekspresje genow.
Proces metylacji de novo obejmuje oba typy komorek
wywodzacych si¢ z blastocysty, tak jak komorki trofo-
ektodermalne oraz ICM. Do tego stadium komorki ICM
pozostawaly w stanie hipermetylowanym w poroéwna-
niu do komorek trofoektodermalnych.

Wzér metylacji nadawany komorkom po zaptodnie-
niu byl, jak dotad, przedmiotem badan u takich gatun-
kow ssakow, jak: mysz, szczur, krolik, bydto, swinie
i cztowiek (6, 49). U $win, podobnie jak u myszy, ge-
nom ojcowski w zygocie pozostaje w formie demetylo-
wanej, podczas gdy genom matczyny jest hipermetylo-
wany. Podczas roznicowania si¢ zarodkow do stadium
dwu-, cztero-, osmiokomorkowego oraz moruli wzor
metylacji nie ulega znaczacym zmianom. W stadium
blastocysty pojawiajacy si¢ wzor metylacji de novo
dotyczy gldéwnie komorek ICM, podobnie do przebie-
gu tego procesu u myszy (10). W zygotach ludzkich
natomiast nie obserwuje si¢ znaczacych zmian we wzo-
rze metylacji pomigdzy genomem matczynym a ojcow-
skim. Gtowny wzor metylacji DNA stopniowo spada
w stadium o$miokomdrkowym oraz moruli, natomiast
wzrasta podczas réznicowania si¢ zarodkéw do stadium
blastocysty. W przeciwienstwie do myszy, komorki tro-
foektodermalne pozostaja w formie hipermetylowanej
w poréwnaniu do komoérek ICM (10).

Dane pismiennictwa wskazuja, ze badanie ztozonego
procesu zmian eplgenetycznych w genomie zarodkow
moze sta¢ si¢ waznym narzedziem przy zwigkszaniu
produkcji zarodkow in vitro (9, 24, 51). Przyktadem
tego moga by¢ zarodki pochodzace od Swini, powstale
na drodze partenogenezy, w ktorych wzor metylacji
wzrastat w stadium dwukomoérkowym oraz nastgpnie
gwaltownie obnizyl si¢ w stadium 8-komorkowym (8).
Wyniki badan tego zespotu potwierdzily, ze mechaniz-
my zmian epigenetycznych przebiegaja w rozny sposob
w zarodkach pochodzacych z aktywacji partenogene-
tycznej w odniesieniu do zarodkéw wyprodukowanych
in vivo.

Rola wybranych czynnikéw wplywajacych
na wezesny rozwoj zarodkow

W ciagu ostatnich 10 lat opublikowano wyniki wielu
badan odnoszacych si¢ do wystgpowania, struktury oraz
potencjalnej funkcji RNA zawartego w dojrzatych plem-
nikach. RNA zawarty w dojrzatych plemnikach stano-
wi pozostatos¢ po nieodrzuconym ciatku resztkowym,
kropli cytoplazmatycznej podczas wezesnych stadiow
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spermiogenezy (21). Podczas pdzniejszych etapow
roéznicowania si¢ me¢skich komorek linii ptciowej trans-
krypty te uzyskuja stabilnos¢ strukturalna, dzigki cze-
mu sa przekazywane do kolejnych stadiow rozwojo-
wych komorek. Dlatego tez w dojrzalych plemnikach
izolowanych z ejakulatow wystgpuje tzw. RNA dtugie-
go zycia. Badania Millera (27) dowodza, ze RNA za-
warty w plemnikach moze by¢ przekazywany do ko-
morki jajowej podczas zaptodnienia. Do transkryptow
tych naleza protamina 1 oraz klusteryna. Sugeruje sig,
ze czasteczki te moga wptywac w sposob toksyczny na
komorke jajowa oraz formujaca si¢ zygote. Przedsta-
wione wyniki badan zostaly czg$ciowo potwierdzone
przez Kempistego i wsp. (19). Zespot ten wykazal, ze
transkrypty te zawarte w plemnikach, zygotach oraz
stadium 2-komoérkowym zarodkéw $win, a nieobecne
w oocytach moga odgrywac istotna rol¢ w kierowaniu
oraz regulowaniu wczesnymi stadiami rozwoju embrio-
nalnego u tego gatunku (19). Ponadto wskazuje si¢ na
wazna rolg identyfikowanych transkryptow w plemni-
kach, jako markerow ruchliwosci plemnikow, whasci-
wej morfologn tych komorek oraz ich zdolnosci do za-
ptodnienia (18, 20). Badania Depay-Martynow 1 wsp.
(7) wykazaty rowniez dodatnia korelacjg pomigdzy za-
wartos$cia wybranych transkryptéw w dojrzatych plem-
nikach dawcow a jako$cia zarodkow, uzyskiwanych na
drodze zaplodnienia pozaustrojowego ICSI (7).

Innym z elementow, zaliczanym do czynnikoéw ze-
wnetrznych, mogacych wplywac na jakos$¢ zarodkow,
jest poddawanie samic dziataniu wybranych hormo-
néw podczas przeprowadzanej superowulacji. Badania
Antosika i wsp. (1) wykazaty znaczace rdznice w ja-
kosci zarodkow, ocenianych 5-stopniowa skala, po-
migdzy osobnikami z naturalna ruja a po stymulacji
PMSG-PG600, w dwoch grupach wiekowych samic.
Wykazano tym samym, ze zard6wno wiek samic, jak
1 dawka oraz kombinacja podawanych hormonow od-
grywaja znaczaca role w jakosci wyplukiwanych za-
rodkow.

Okreslanie jakosci zarodkow
przy wykorzystaniu metod mikrofluidycznych

Alternatywa dla inwazyjnych metod molekularnych
stosowanych w ocenie jakos$ci zarodkow moze by¢ za-
stosowanie uktadow mikrofluidycznych. Mikrofluidy-
ka skupiona wokot systemdéw Lab-on-Chip okreslanych
réwniez jako pTAS (micro-total analizing systems) do
tej pory stuzyta gtéwnie do monitorowania zanieczysz-
czen wody 1 powietrza, kontroli transportu lekow oraz
opracowywania nowych lekow. Polaczenie biotechnik
stosowanych w rozrodzie z mikroinzynieria daje moz-
liwos¢ analizowania wielu aspektow zwiazanych z roz-
wojem oraz réznicowaniem si¢ oocytow oraz zarod-
kow in vivo, bez zmian ich wlasciwosci biochemicz-
nych, biofizycznych oraz bez ich uszkadzania (12, 22,
50). W ciagu ostatnich kilku lat ukazato si¢ zaledwie
kilka doniesien odwotujacych si¢ do mozliwosci wy-
korzystania tych systemow w ocenie jakosci zarowno
komorek jajowych, jak i zarodkoéw bydta i §win (17,
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25, 43, 44). Przeprowadzone badania przedstawity
mozliwo$¢ opracowania urzadzenia do parametrycznej
analizy jakos$ci oocytow 1 zarodkéw wyzej wymienio-
nych gatunkow, ktore w sposob szybki, nieinwazyjny
i w pelni obiektywny okreslaja wlasciwosci spekralne
analizowanych komorek (22). Szczepanska i wsp. (43,
44) badali wplyw wybranych czynnikow, takich jak
wielko$¢ pegcherzykow jajnikowych oraz morfologii
oocytdéw na ich jako$¢ oceniang metodami fluoryme-
trycznymi. Wyniki tych badan potwierdzity, iz system
Lab-on-Chip jest parametrycznym analizatorem jako-
$ci badanych komorek, co jest przedstawiane za pomo-
ca ich wlasciwosci spektralnych (43, 44). Wykazano
rowniez, ze oocyty pochodzace z duzych pecherzykow
jajnikowych (powyzej > 5 mm u $win) wykazuja wy-
soka homogenno$¢ morfologicznag w odniesieniu do
komorek izolowanych z matych (< 3 mm) i $rednich
(3-5 mm) pecherzykéw. Ponadto okreslono réwniez, ze
system ten oraz jego uktad parametryczny stanowi nowe
urzadzenie do analizy jakos$ci morfologicznej oocytow,
poniewaz wszystkie badane klasy morfologiczne ko-
morek charakteryzowatly si¢ specyficznymi dla danej
grupy wlasciwosciami spektralnymi. Takie rozwiaza-
nie stanowi¢ moze nowa, nieinwazyjna, obiektywna,
a jednoczes$nie tanig alternatywna metod¢ w ocenie ja-
kosci oocytow 1 zarodkow (22, 37).

Podsumowanie

Molekularne oraz morfologiczne zmiany w zarod-
kach ssakoéw zachodzace podczas aktywacji genomu
zarodkowego a tym samym roznice charakteryzujace
rozwoj zarodkowy podczas wczesnych stadiow rozwoju
embrionalnego stanowi¢ moga przydatne markery ak-
tywacji genomu zarodkowego stosowane w szerokim
aspekcie badan nad zarodkami (klonowanie). Uwage
nalezy zwr6ci¢ rdwniez na istotng rolg¢ modyfikacji
epigenetycznych, wlaczajac w to metylacje 1 demety-
lacj¢ DNA oraz acetylacj¢ histonéw, w kierowaniu
oraz regulacji poczatkowych stadidw rozwoju embrio-
nalnego.

Coraz czesciej wskazuje sig takze na istotna funkcje
plemnikowego RNA, ktory moze petni¢ rolg markera
ptodnosci oraz wptywac na rozwoj zarodkoéw. Ponadto
analiza ztozonego procesu, Jaklm sa zmiany eplgene-
tyczne zachodzace w genomie zarodkow, moze staé
si¢ w przysztosci istotnym narz¢dziem pomocnym
w zwigkszaniu ilosci zarodkow in vitro. Potaczenie ba-
dan biomedycznych z mikroinzynieria doprowadzito
do opracowania urzadzen stuzacych do analizy wielu
procesow biologicznych in vivo bez uszkadzania badz
zmiany wlasciwos$ci biochemicznych lub biologicznych
komorek. Podjgte w ostatnich latach badania nad wy-
korzystaniem zdobyczy mikrofluidyki umozliwily opra-
cowanie parametrycznego oraz obiektywnego systemu
do analizy jakosci oocytow oraz zarodkow ssakow.
W przysztosci wiedza dostarczona z doswiadczen prze-
prowadzonych na modelu swinskim czy bydlecym be-
dzie mogta zosta¢ wykorzystana w szeroko rozumianej
biologii rozrodu innych gatunkow ssakow.
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