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Artykul przeglgdowy
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Factors with an influence on mammalian oocytes developmental potential
in light of molecular and microfluidic research

Summary

Several morphological, molecular and cellular changes lead to the differentiation of primordial germ cells
(PGC) into gametes, eggs and spermatozoa. This process is followed by the migration of these cells to gonads
and several cell division cycles (mitotic and meiotic) as well as cell differentiations where these cells are changed
into fully mature gametes. The process of gametes maturation is composed of several stages of specific
biochemical changes that include changes in the nucleus as well as the changes in oocyte’s cytoplasm. The
main factor which determines the formation of the developmental competence of oocytes is the long stage of
mRNA and proteins storage (cytoplasmic maturation) that plays the main role in the blastocyst formation
process.

In this article selected issues associated with the regulation of each of the stages of oocytes differentiation as
well as their influence of selected factors such as follicular size or formation of oocyte’s transcriptome have
been presented. Moreover, a new-noninvasive system of oocytes/embryos quality assessment by using
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microfluidic techniques was presented.
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Wiasciwy przebieg oogenezy oraz follikulogenezy
jest jednym z najwazniejszych etapow wpltywajacych
na formowanie zdolnego do rozwoju zarodka. U ssa-
kéw, pojedyncze komorki jajowe roznia si¢ znacznie
pod wzgledem zdolnosci do zaptodnienia oraz p6z-
niejszego rozwoju zarodka. Proces roznicowania si¢
komorki jajowej do opisywanej wyzej struktury wy-
maga uruchomienia wielu przemian biochemicznych,
molekularnych oraz komorkowych, ktore sa okresla-
ne jako kompetencja-potencjal rozwojowy (develop-
mental competence). Termin ten obejmuje przemiany,
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jakie zachodza w komorce jajowej, ktore Swiadcza
o jej zdolnosci do dojrzewania, zaptodnienia, osiag-
nigcia stadium blastocysty, implantacji oraz narodzin
zdrowego potomstwa (11). Techniki wspomaganego
rozrodu u zwierzat, postugujac si¢ metodami moleku-
larnymi — jak transkryptomika czy proteomika —umoz-
liwiaja doktadne okreslenie kompetencji rozwojowe;.
Niestety, z uwagi na ich wysoka inwazyjnos¢ w sto-
sunku do analizowanego materialu biologicznego nie
moga by¢ stosowane jako jeden z elementéw uzupet-
niajacych techniki wspomaganego rozrodu u zwierzat.
Z uwagi na brak mozliwosci powtdrnego wykorzysta-
nia badanych komorek wciaz poszukuje si¢ nowych
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malo inwazyjnych lub nieinwazyjnych metod umoz-
liwiajacych okreslenie potencjatu rozrodczego gamet
i zarodkow (18).

Charakterystyka pierwotnych komarek linii piciowej
(primordial germ cells, PGC)

Komorki linii plciowej zapewniajq utrwalenie zroz-
nicowanej informacji genetycznej przekazywanej na-
stgpnym pokoleniom na skutek zaptodnienia. Podczas
rozwoju organizmu wielokomoérkowego powstaja pier-
wotne komorki linii piciowej (primordial germ cells),
ktére podczas wielu podziatow réznicuja si¢ w plem-
niki oraz komorki jajowe. Proces ten wymaga urucho-
mienia szeregu mechanizméw komorkowych i moleku-
larnych, ktore staja si¢ nast¢pnie podstawa zdolno$ci
do rozrodu, rozwoju oraz dziedziczenia i utrwalania
wybranych cech. W literaturze opisywane sa dwie dro-
gi, ktore prowadza do wyksztalcenia w petni wyspe-
cjalizowanych komorek ptciowych. Pierwsza z nich,
okreslana jako ,,preformation” zaktada, ze komorki
zarodkowe dziedzicza informacje¢ genetyczna z komor-
ki jajowej. Druga teoria, okreslana jako ,,epigeneza”
wskazuje, ze formowanie pluripotentnej komorki od-
bywa si¢ we wczesnych stadiach rozwoju na skutek
sygnatéw dostarczanych z otaczajacych tkanek, kto-
rych efektem jest powstanie komorki linii plciowe;.
Badania Saitou i wsp. (33) wykazaty, ze formowanie
komorek piciowych u myszy oraz, jak si¢ sugeruje
u wigkszosci ssakow, odbywa si¢ na drodze epigene-
zy. Interesujace jest, ze w przypadku obu tych teorii
zahamowanie indukcji programu somatycznego wy-
daje si¢ kluczowym momentem w tym procesie (33).
Jednakze sygnaty molekularne kierujace tym proce-
sem sa r0zne w poszczegolnych grupach organizmow
(13, 34). Wykazano takze, ze proces roznicowania si¢
komorek PGC jest $cisle regulowany ze strony kon-
serwatywnych mechanizméw molekularnych, wptywa-
jacych na ich proliferacjg, przezywalnos¢ oraz rozwoj,
co stanowi dowod na wysoka specyficzno$¢ tych me-
chanizméw u wszystkich gatunkow ssakéw. Procesy
te w znacznym stopniu wplywaja na zdolno$¢ zarod-
koéw do aktywacji genomu zarodkowego, osiagnigcia
stadium blastocysty oraz skutecznej implantacji (13,
34).

Istnieja wyniki badan sugerujace, ze follikulogeneza
jest etapem, ktory wydaje si¢ kluczowym w osigganiu
przez komorki jajowe pelnego potencjatu rozwojowe-
go (12). Przyktadem tego jest fakt, ze oocyty izolowane
z pecherzykow preantralnych sa niezdolne do dokon-
czenia podzialu mejotycznego po zatrzymaniu w pro-
fazie I, natomiast te pozyskiwane z bardzo matych pe-
cherzykow antralnych (u bydta < 0,9 mm) sa zdolne
do wejscia w metafaze I. Komorki jajowe pochodzace
z duzych pgcherzykow antralnych osiagaja stadium me-
tafazy II (14, 26, 29, 30). Ponadto, oocyty o bardzo
zblizonej budowie morfologicznej izolowane z duzych
pecherzykow antralnych sa zdolne do dokonczenia eta-
pu dojrzewania jadrowego oraz skutecznego zaptod-
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nienia. Wykazuja jednoczesnie znaczne roznice w zdol-
nos$ci do osiagnigcia stadium blastocysty (5, 14, 22,
26, 29, 30). Wiele badan wskazuje na istnienie trzech
hipotez wyjasniajacych niewidoczne morfologicznie
réznice w kompetencji rozwojowej oocytéw. Pierw-
sza z nich wskazuje na przyczyny tych proceséw w po-
jawiajacych si¢ uszkodzeniach DNA, wlaczajac w to
mitochondrialny DNA (10). Druga obrazuje zmiany
epigenetyczne skutkujace niewlasciwym imprintin-
giem, trzecia natomiast odnosi si¢ do zgromadzenia
w komorce jajowej niewystarczajacej ilosci czynnikow
cytoplazmatycznych (mRNA oraz biatka), ktore skut-
kuja brakiem zdolno$ci do dokonczenia etapu dojrze-
wania cytoplazmatycznego. Wysoce specyficzne zmia-
ny genetyczne i epigenetyczne sg trudne do analizo-
wania w aspekcie globalnym, dlatego tez wigkszos¢
prowadzonych badan skupia si¢ na czynnikach cyto-
plazmatycznych (15, 28). Z uwagi na trudnos¢ w do-
stepie do duzej ilo$ci materiatu, rzadko wykonuje sig¢
analizy proteomiczne. Zmiany o charakterze moleku-
larnym identyfikuje si¢ w formie zmian w transkryp-
tomie komorki jajowej. W wielu opracowaniach wska-
zuje si¢ na istnienie markerow mRNA kompetencji
r0ZW0jOWe]j 00CytOw.

Rola wybranych markerow mRNA
oraz wielkos$ci pgcherzykow jajnikowych
w okre$laniu kompetencji rozwojowej oocytow

Jednym z czynnikoéw powiazanych z kompetencja
rozwojowa oocytow bydlecych jest wielko$¢ peche-
rzykow jajnikowych (14, 16, 23, 26, 30). Przytoczone
wyniki badan wskazuja jednoznacznie, ze odsetek za-
rodkow, ktore osiagaja stadium blastocysty jest zna-
czaco wyzszy w przypadku, gdy oocyty izolowane sa
z pecherzykow wigkszych niz 5 mm, w poréwnaniu
do pecherzykow matych, o rozmlarach 2-3 mm. Udo-
wodniono, ze zarodki osiagajace stadium 8-komorko-
we, po aktywacji genomu zarodkowego (embryonic
genome activation, EGA), na podstawie przeprowa-
dzonych badan z wiaczaniem *H-urydyny, posiadaja
wyciszong ,,maszyneri¢” transkrypcyjna (9, 14, 35).
Tak wigc stusznym wydaje si¢ stwierdzenie, ze gro-
madzony w oocytach materiat matczyny w postaci
zmagazynowanego mRNA jest jednym z glownych
markerow okreslajacych kompetenqq I‘OZWO_] owa tych
komorek. Najczgsciej wymienianymi markerami
mRNA potencjatu rozwojowego oocytow sa geny ko-
dujace czynniki transkrypcyjne, jak: Oct4, Msx1, bial-
ko o strukturze palcéw cynkowych (Znf198), biatko
wiazace histony (SLBP), cyklina A, biatko szoku ciepl-
nego 40/DNA-J (Dja4), biatko interreagujace z NEDD4
(NDFIP1), kompleks 3 biatek transportujacych (Trappc)
oraz biatko GDF9. Wér6d wymienionych wyzej ge-
now, czynniki transkrypeyjne, uczestniczace w regu-
lacji syntezy RNA, wydaja si¢ petni¢ istotna rolg w ma-
gazynowaniu odpowiedniej ilosci RNA w dojrzatych
oocytach, wptywajac tym samym na uzyskiwanie przez
te komorki kompetencji. Geny kodujace biatka zaan-
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gazowane w regulacj¢ procesu podziatu komorkowe-
g0, jak cyklina A, w sposob znaczacy wptywaja na
aktywacje genomu zarodkowego. W podobnych ba-
daniach Mourot 1 wsp. (27) oraz Robert i wsp. (31)
wskazuja na istotna rolg kolejnych transkryptow w osia-
ganiu przez oocyty bydlece zdolnosci do dojrzewania
1 aktywacji genomu zarodkowego. Ponadto Mourot
1 wsp. (27) okreslili wplyw na te procesy takich czyn-
nikow, jak: wielko$¢ pecherzykow jajnikowych oraz
pozywki wzbogaconej o FSO. Wykazano rowniez zna-
czacy wptyw wielkosci pecherzykdw na ekspresje ko-
lejnych regulatorow cyklu komérkowego, jak: PTTG1
oraz CCNB2. Udowodniono nastgpnie zwiazek eks-
presji tych gendow z wzrastajaca kompetencja rozwo-
jowa oocytéw oraz stymulacjg ich ekspresji podczas
wczesnych podziatéw blastomerdéw zarodkowych (27).
Lonergan i wsp. (25) wykazali, ze zarodki we wczes-
nych stadiach podzialowych charakteryzuja si¢ bardzo
wysokim potencjalem rozwojowym. Biorac pod uwa-
g¢, Ze wymienione wyzej geny stanowia jedynie nie-
liczna frakcje wszystkich czynnikow uczestniczacych
w procesie ksztattowania si¢ kompetencji rozwojowej
oocytow, sugeruje sig¢, ze proces ten jest regulowany
matymi ilo$ciowymi zmianami RNA wielu gendw.
Tak wigc wydaje si¢ slusznym, ze pelne okreslenie
kompetencji rozwojowej oocytow wymaga analizy,
poshugujac si¢ mikromacierzami ekspresyjnymi cDNA,
catego transkrypomu komorek o zréznicowanym po-
tencjale rozwojowym (25).

Podobne badania, w ktérych zwierz¢ciem modelo-
wym byty §winie, odnoszace si¢ do wplywu wielkosci
pecherzykéw jajnikowych na ekspresjg¢ wybranych
gendw, zostaly przeprowadzone przez Antosika i wsp.
(1). W badaniach tych analizowano ekspresje genow
kodujacych biatka odpowiedzialne za zdolnos$¢ oocy-
tow do zaptodnienia, jak: glikoproteiny ostonki przej-
rzystej (pZP1, pZP2, pZP3, pZP3 o) oraz integryny
(ITGB2, ITGB3). Wyniki przeprowadzonych analiz
wskazuja, ze wielko$¢ pecherzykow jajnikowych, z ja-
kich pozyskiwane byty oocyty, w znacznym stopniu
wplywaja na ekspreSJq badanych genow. Najwyzsza
ekspresje zarowno mRNA, jak 1 biatka wykazano
w oocytach pochodzacych z duzych pecherzykow
(> 5 mm), w poréwnaniu do $rednich (3-5 mm) oraz
matych (< 3 mm). Sugeruje si¢ tym samym, ze wiel-
ko$¢ pecherzykow jajnikowych wptywa nie tylko, jak
wskazywano dotychczas, na zdolno$¢ oocytow do
dojrzewania czy osiagnigcia kompetencji rozwojowej,
ale i na zdolnos$¢ tych komorek do zaptodnienia, cze-
go posrednim dowodem jest ekspresja genow odpo-
wiedzialnych za ten proces (1).

Caixeta 1 wsp. (7) analizowali wptyw wielkos$ci
pQCherzyk()W jajnikowych na ekspresj¢ wybranych
genow, bedacych potencjalnymi markerami kompeten-
cji rozwojowej oocytow. Badaniom molekularnym
poddano takie geny, jak: H1Foo, H2A, H3A, GHR,
GDF9, BMP15, OOSP1, ktorych ekspresz analizo-
wano w oocytach oraz FSHR, EGFR, GHR, PTX3,
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IGFII w komérkach wzgorka jajono$nego. Wykaza-
no, ze odsetek uzyskiwanych blastocyst byt znaczaco
wyzszy w przypadku oocytow pozyskiwanych z pe-
cherzykow wigkszych niz 6 mm. Ponadto ekspresja
mRNA H2A wzrastala wraz z wielko$cia pgcherzy-
koéw (wyzsza w oocytach pochodzacych z pecherzy-
kéw = 8 mm, w poréwnaniu do pgcherzykow < 6 mm).
Podobnie ekspresja mRNA FSHR, EGFR i GHR byta
zalezna od wielkosci pecherzykow, z jakich izolowa-
ne byly oocyty. Wykazano tym samym, ze poziom
mRNA H2A jest zalezny od wielko$ci pecherzykow
jajnikowych oraz gen ten moze by¢ uznany za marker
w okreslaniu kompetencji rozwojowej komorek jajo-
wych (7).

Badania Rosen i wsp. (32) polegaly na wykazaniu
zalezno$ci pomigdzy wielkos$cia pecherzykow jajni-
kowych u kobiet a zdolno$cia oocytow do dojrzewa-
nia, zaptodnienia oraz zarodkéw do rozwoju. Wyniki
przeprowadzonych analiz wskazuja na znaczaco ob-
nizajaca si¢ zdolno$¢ do dojrzewania w przypadku
oocytow izolowanych z matych pgcherzykdw jajniko-
wych. Podobnie odsetek zaptodnionych oocytow byt
nizszy o 28% w odniesieniu do komoérek pochodza-
cych z pecherzykéw jajnikowych o wielkosci 16-18
mm. Ponadto procent polispermii wzrastat wraz z ob-
nizajaca si¢ wielkoscia pecherzykow jajnikowych.
Wielko$¢ pecherzykow jajnikowych nie wplywata na
liczbe komorek zarodkowych, aczkolwiek znaczna
fragmentacjg cytoplazmy tych komoérek odnotowano
w przypadku, gdy zarodki te pochodzily z oocytéw
izolowanych z matych pqcherzyk()w (32). Przytoczo-
ne wyniki badan sugeruja, ze oocyty pochodzqce
z matych pecherzykow jajnikowych moga osiagaé
stadium metafazy Il oraz by¢ skutecznie zaptodnione,
jednakze procent uzyskiwanych prawidtowych zarod-
kéw jest znacznie obnizony w odniesieniu do grupy
komorek pozyskiwanych z duzych pecherzykéw jaj-
nikowych.

Osiagnigceie przez oocyty pelnej kompetencji roz-
wojowej jest uzaleznione od zdolnosci tych komorek
do dojrzewania (6). Jednym z gtéwnych czynnikoéw
warunkujacych prawidtowy przebieg tego procesu jest
wiasciwa komunikacja pomigdzy komérkami wzgorka
jajonosnego a oocytem. Szlak komunikacji pomigdzy
komorkami somatycznymi a gameta regulowany jest
obecnoscig potaczen typu gap junction. Sugeruje sig, ze
polaczenia te odgrywajq kluczowa role w ztozonym
procesie osiggania przez oocyty petnej kompetencji
rozwojowej. Szlak komunikacji pomigdzy komorka-
mi somatycznymi a komorka jajowa jest regulowany
poprzez specyficzne biatka, tworzace strukturg gap
junction, nalezacych do grupy koneksyn (conexins,
Cx), (gtownie jest to koneksyna 43, 45 1 37) oraz
kinaz zaleznych od cylin (cyclin dependent kinases,
Cdk) (3, 4, 24). Jednakze w pis$miennictwie brak byto
dotychczas informacji odnoszacych si¢ do zwiazku
pomigdzy wielko$cia pecherzykow jajnikowych a eks-
presja wybranych biatek tworzacych strukturg gap junc-
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tion. Zagadnienie to stato si¢ przedmiotem badan Anto-
sika 1 wsp. (4). Wykorzystujac model §winski, analizo-
wano ekspresj¢ biatek Cx43 oraz Cdk4 w oocytach
izolowanych z duzych (> 5 mm), $rednich (3-5 mm)
oraz matych (< 3 mm) pecherzykéw jajnikowych.
Wyniki analiz ekspresji biatka wykazaly wyzszy jej
poziom w przypadku biatka Cdk4 w oocytach izolo-
wanych z duzych pgcherzykéw w odniesieniu do $red-
nich oraz matych. Nie wykazano natomiast réznic
w ekspresji Cx43 pomigdzy trzema analizowanymi
grupami komorek. Badania z wykorzystaniem mikro-
skopii konfokalnej wskazywaty na r6zna lokalizacje
biatka Cdk4 w zaleznos$ci od wielkosci pecherzykow
jajnikowych, z jakich pozyskiwane byly oocyty. Bial-
ko Cdk4 wykazywato wyrazna lokalizacje blonowa
oraz w ostonce przejrzystej w przypadku komorek ja-
jowych izolowanych z duzych pecherzykdw, natomiast
jego lokalizacja 1 ekspresja cytoplazmatyczna byta
szczeg6lnie widoczna w przypadku komoérek pocho-
dzacych z pgcherzykoéw $rednich oraz matych. Auto-
rzy sugeruja, ze roézna lokalizacja biatka Cdk4 w oocy-
tach pozyskiwanych z pecherzykow jajnikowych réz-
nej wielko$ci moze wskazywacé na istnienie specyficz-
nego mechanizmu translokacji tego biatka pomigdzy
btona komoérkowa, ostonka przejrzysta a cytoplazma
oraz ze mechanizm ten podlega regulacji ze strony
wiasnie tego parametru. Ponadto wykazano wyzsza
ekspresj¢ obydwu analizowanych biatek w oocytach po
dojrzewaniu in vitro (in vitro maturation, IVM) w od-
niesieniu do komorek przed hodowla, co wskazuje,
ze r6zna ekspresja Cx43 1 Cdk4 w komorkach niedoj-
rzatych oraz dojrzatych moze by¢ wynikiem wptywu
IVM na formowanie polaczen typu gap junction (4).

Ocena morfologii oocytow z wykorzystaniem
technik molekularnych oraz mikrofluidycznych

Jako$¢ oocytow w sposob istotny wptywa na ich
zdolno$¢ do dojrzewania, monospermicznego zaptod-
nienia, rozwoju zarodkdw w stadium blastocysty oraz
prawidlowej implantacji (6). Jednym z najwazniej-
szych elementdw okreslajacych klasg jakosciowa oocy-
tow jest ich budowa morfologiczna. W klasyfikacji
morfologicznej komoérek jajowych uwzglednia sig ta-
kie elementy, jak: kompleks komorek wzgorka jajo-
nos$nego (cumulus complex), ocena stopnia ziarnistos-
ci oraz zabarwienie cytoplazmy, ciatko kierunkowe,
przestrzen periwitelinowa 1 ostonke przejrzysta oraz
wrzeciono podziatlowe (2, 3, 17, 20, 21).

Badania wykazaly, ze budowa morfologiczna ko-
morki jajowej w istotny sposob wptywa na ekspresje
mRNA genow odpowiedzialnych za zaptodnienie
u $win (geny kodujace biatka ostonki przejrzystej oraz
integryny) czy gené6w odpowiedzialnych za formowa-
nie potaczen typu gap junction (2, 3, 17).

Analizy mikrofluidyczne odnoszace si¢ do pomia-
réw wartosci spektralnych badanych komorek (oocy-
ty, zarodki w stadium przedimplantacyjnym) opieraja
si¢ na wskaznikach morfologicznych ostonki przejrzy-

Medycyna Wet. 2011, 67 (7)

stej oraz cytoplazmy. Najczesciej wykorzystuje sig
krzem monokrystaliczny i szkto jako podstawowe
materiaty shuzace do wytworzenia systemu lab-on-chip.
Mikrocytometr weterynaryjny jest chipem krzemowym
z umieszczonymi w nim kanatami mikrofluidyczny-
mi, komora pomiarowa i zintegrowanymi $wiattowo-
dami wioknistymi. Catos$¢ konstrukcji potaczona jest
ze szklana pokrywa posiadajaca otwory wlotowy
1 wylotowy, umozliwiajace swobodne wprowadzenie
i wyjecie komorki (36, 37).

Parametryczny uktad pomiarowy odnosi si¢ do gru-
bosci ostonki oraz stopnia ziarnistosci i zabarwienia
cytoplazmy komorki (36, 37). Uwzgledniajac te dwa
wskazniki morfologiczne, system mikrofluidyczny
okresla absorbancje $wiatla przez komorki poddane
analizie. Na podstawie warto$ci absorbancji Swiatta
o odpowiedniej — réznej dla poszczegdlnych typow
morfologicznych komorek, okresla si¢ whasciwosci
spektralne analizowanej komorki, a nastgpnie odpo-
wiednio si¢ ja klasyfikuje. Opracowany uktad po-
miarowy stanowi nowa, nieinwazyjna metodg oceny
jakos$ci oocytow/zarodkow. Przeprowadzone wyniki
badan, na podstawie wskaznikow spektralnych, wska-
zuja, ze zarowno wielkos¢ pecherzykow jajnikowych,
jak klasa jako$ciowa oocytow maja istotny wptyw na
odczytywane wartosci absorbanCJl Dlatego tez moz-
na w chwili obecnej uzna¢ system mikrofluidyczny za
dodatkowe narzedzie badawcze, ktore w sposdb nie-
inwazyjny dostarcza informacji na temat jakosci ko-
morek jajowych oraz zarodkow (18).

Podsumowanie

Kompetencja rozwojowa oocytow jest okre§lana
przez ich zdolno$¢ do dojrzewania (jadrowego i cyto-
plazmatycznego), zaptodnienia oraz rozwoju zarodkoéw
do stadium blastocysty. Wérdd czynnikdéw w znacza-
cy sposob wptywajacych na potencjat rozwojowy ko-
morek jajowych wymienia si¢ gromadzenie podczas
przebiegu follikulogenezy oraz oogenezy znacznych
ilosci mRNA oraz biatek. Funkcja tych czasteczek
polega gtownie na podtrzymywaniu i regulowaniu
wielu przemian biochemicznych, molekularnych i ko-
morkowych, skutkujacych wtasciwa implantacja oraz
narodzinami zdrowego potomstwa. Oprocz metod bio-
logii molekularnej, stuzacych do oceny kompetencji
rozwojowej oocytoéw, istnieje dodatkowe narzedzie
w postaci systemu mikrofluidycznego typu Lab-on-
-Chip, bedace nowa, nieinwazyjna technika shuzacej
do klasyfikacji komoérek jajowych/zarodkow.
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