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Review

Biatka regulujace proces dojrzewania oocytow
u ssakow™!
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Summary

In this review, the molecular aspects of meiotic division and characteristics of proteins involved in
mammalian oocytes maturation have been presented. Moreover, the role of competition has also been shown.
The mammalian oocyte’s maturation is divided into: (i) nuclear maturation; (ii) cytoplasmic maturation;
and (iii) genomic maturation. The maturation processes involves the stages associated with stored proteins
and mRNA as well as the inherited changes in genomic DNA methylation. The proper procedure of all stages
of maturation influences the achievement by oocytes of full developmental competence and fertilization
ability. Both of these processes are associated with attaining by the embryos the ability of growth and develop-
ment following embryonic genome activation (EGA). The stages of oocyte’s maturation are regulated by
the expression of specific genes encoding proteins that are expressed during early folliculo-, and oogenesis,
and is species dependent. The most important proteins regulating the process of oocytes maturation involves
the following: transforming growth factor of the large super family group (TGF), connexins (Cx), mitogen
activated protein kinase (MAPK), protein kinase A (PKA) and epidermal growth factor (EGF).
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Warunkiem prawidtowego zaptodnienia, rozwoju
zarodka jest dojrzalo$¢ oocytow, ktora dzieli si¢ na
dojrzatos¢: jadrowa, cytoplazmatyczng oraz genomo-
wa (19, 23, 33, 38). Dojrzatos¢ jadrowa oocytu deter-
minuje prawidtowy przebieg podziatu mejotycznego,
ktory konczy sig osiagnigciem metafazy II (MII).
Na dojrzatos¢ cytoplazmatyczna sktadaja si¢ zmiany
w cytoplazmie oocytu dotyczace gromadzenia substan-
cji, takich jak: mRNA oraz biatka, konieczne do za-
ptodnienia i kontynuowania podziatéw mitotycznych
zarodka. Dojrzato$¢ genomowa dotyczy procesow
epigenetycznych, w tym prawidlowego znakowania
(imprintingu) genomu matczynego. Modyfikacje epi-
genetyczne zachodza w okresie wzrostu oocytu 1 pro-
wadza do zmian w ekspresji genow, bez rGwnoczes-
nej zmiany w sekwencji DNA (23, 33). Naleza do nich:
metylacja DNA 1 modyfikacje biatek histonowych
(acetylacja, fosforylacja, metylacja, ubikwitynizacja).
Wykazano, ze genom ojcowski warunkuje wczesny
rozw0j tozyska, natomiast matczyny odpowiedzialny
jest zarozwdj zarodka, co sugeruje rozny udziat geno-
méw matczynego 1 ojcowskiego. Zjawisko imprintin-

*) Praca finansowana z projektu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzsze-
go (nr grantu 0233/1P1/2011/71) ,,luventus Plus”.

gu (pigtnowania) jest podstawa zréznicowania ekspre-
sji dla pewnej puli genow rodzicielskich w powstaja-
cym organizmie (33).

U wigkszo$ci ssakoOw mejoza oocytow inicjowana
jest w trakcie rozwoju ptodowego, a nastgpnie wstrzy-
mywana w diplotenie profazy pierwszego podziatu
mej otycznego, co okreslane jest jako pierwotne zaha-
mowanie mejozy (primary meiotic arrest). W tym sta-
dium oocyty utrzymywane sa przez kilka tygodni,
a czasem kilka lat, w zaleznosci od gatunku. W okre-
sie dojrzewania plcmwego oocyty, ktore 051qgnqu
swoje pelne rozmiary, nabywaja kompetencje umoz-
liwiajaca kontynuowanie podzialu mejotycznego do
stadium metafazy II (25). Podczas trwania tego sta-
dium dochodzi do kolejnego zahamowania mejozy
(secondary meiotic arrest). Zakonczenie mejozy Il za-
chodzi jedynie w momencie zaptodnienia dojrzatej
komorki jajowej (35). In vivo podtrzymywanie bloku
mejotycznego w pelni dojrzalych oocytach zwigzane
jest z receptorami sprzg¢zonymi z biatkami G (G pro-
tein-coupled receptors, GPRs), gldownie GPR3, ktore
zlokalizowane sa w oocytach, oraz z czynnikami
hamujacymi mejozg MIF (MIF — meiotic inhibitory
factors), ktore produkowane sa przez somatyczne ko-
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morki pecherzykowe w pegcherzykach antralnych (25,
28, 29). Przedowulacyjny wzrost LH prowadzi do
indukcji mejozy. In vitro oocyty podejmuja mejoze¢
spontanicznie w momencie uwolnienia ich z pgche-
rzykow antralnych, jezeli sa one utrzymywane w ho-
dowli w odpowiednich warunkach (3, 25, 27). Inhibi-
tory mejozy, takie jak: hipoksantyna (HX), analogi
cAMP, inhibitory fosfodiesterazy (PDE), moga bloko-
wac spontaniczne dojrzewanie, przy czym ich hamu-
jacy efekt moze by¢ przezwyci¢zony przez dostarcza-
nie do pozywki hodowlanej gonadotropin. Aktywacja
mejozy moze by¢ rowniez osiagnigta poprzez wzbo-
gacanie pozywki hodowlanej o hormony i czynniki
wzrostu, takie jak: lutropina (luteinizing hormone, LH),
gonadoliberyna (gonadotropin-releasing hormone,
GnRH), nabtonkowy czynnik wzrostu (epidermal
growth factor, EGF), insulinopodobny czynnik 3 (in-
sulin-like peptide 3, INSL3) (25, 27).

Biatka uczestniczace w podziale mejotycznym

W procesie indukcji podzialu mejotycznego wazna
role odgrywa rownowaga pomi¢dzy kinazami a fosfa-
tazami. Sugeruje si¢, ze spadek poziomu cyklicznego
adenozynomonofosforanu (cyclic adenosine mono-
phosphate, cAMP) w oocytach jest istotnym etapem
w indukcji dojrzewania mejotycznego (6, 7, 25, 27).
Wykazano, ze wywoluje on zmniejszenie aktywnosci
kinazy biatkowej A (protein kinase A, PKA) 1 pro-
wadzi do defosforylacji ufosforylowanego biatka ha-
mujacego dojrzewanie (cyclin dependent kinase 1,
CDK1) (25, 28). Kolejna funkcja deaktywacji PKA
w oocytach jest sprzyjanie syntezie matej liczby biatek
koniecznych do dojrzewania mejotycznego, takich jak
serynowo-treoninowa kinaza MOS (serine/threonine
kinase, MOS) oraz cyklina B (25). Jedna z kinaz bial-
kowych bioracych udziat w procesie indukowania doj-
rzewania oocytow jest aktywowana mitogenem kina-
za biatlkowa (mitogen-acivated protein kinase, MAPK),
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glownie MAPK3/1, okreslana rowniez jako ERK1/2.
Aktywacja oraz funkcja MAPK zwiazana jest z ka-
skada fosforylacji biatek. Regulatorem MAPK jest
kinaza MAPK, nazywana takze MAP2K lub MEK,
ktora fosforyluje serynowe i treoninowe reszty ERK1/2
(25, 35). Bialko MEK takze jest aktywowane przez
fosforylacje. U krggowcow odpowiedzialna jest za to
serynowo-treoninowa kinaza MOS (serine/threonine
kinase, MOS), ktora jest produktem protoonkogenu
c-mos. Wykazano, ze zahamowanie transkrypcji genu
c-mos w komérkach rozrodezych myszy u osobnikow
zenskich prowadzi do obnizonej ptodnosci oraz wy-
sokiego odsetka wystgpowania potworniakow jajnika
(12, 16). Caty szlak Mos/MAPK podczas dojrzewa-
nia oocytéw dziata poprzez aktywacje i stabilizacje
czynnika inicjujacego dojrzewanie (maturation promo-
ting factor, MPF), ktory zbudowany jest z dwoch pod-
jednostek: regulatorowej — cykliny B1 oraz katalitycz-
nej — kinazy p34 (nazywanej takze CDKI1 lub Cdc2
(25). W warunkach in vitro wykazano, ze szlak MOS/
MAPK bierze udziat w znoszeniu zahamowania me-
jozy w wyniku hormonalnej aktywacji z udzialem
progesteronu w oocytach zaby szponiastej (Xenopus
laevzs) (ryc. 1). Badania in vitro u ssakéw wskazuja
réowniez, ze aktywacja MAPK w komorkach warstwy
ziarnistej otaczajacych oocyt, przez gonadotropiny jest
wymagana przy wznowie mejozy, co udowodniono
w badaniach przeprowadzonych na oocytach mysich
1 $winskich otoczonych komoérkami wzgorka jajonos-
nego (cumulus enclosed oocytes, CEOs). Potwierdzo-
no takze, ze aktywacja MAPK odgrywa wazna rolg,
posredniczac w funkcji LH. W przypadku $wini w ko-
morkach warstwy ziarniste] MAPK jest aktywowane
natychmiast po dodaniu LH i FSH (24). Obserwowa-
no réwniez efekt kinazy biatkowej AMP (adenosine
5’-monophosphate kinase-activated protein kinase,
PRKA), okres$lanej takze jako AMPK (9, 27). Mayes
iwsp. (27) wykazali istotna rolg tej kinazy w regulacji
dojrzewania oocytow $win. Zaob-
serwowano ekspresj¢ podjednost-
ki PRKAA1 w komorkach warstwy
ziarnistej kompleksu COC (cumu-
l lus-oocyte complex, COC) i w po-

zbawionych tych komoérek oocytach

MAPK

® pre- MPF @ (denuded oocyte, DO). Podjednost-
ka PRKAA2 zostata wykryta w ko-

n czas gdy produkt genu PRKAA3
nie byt obecny w komorkach ziar-

rzystej (zona pellucida, ZP). Ba-

l dania te wskazuja na nowa rolg

morkach ziarnistych i COC, pod-
@ nistych, COC, DO 1 ostonce przej-
PRKA w regulacji indukcji mejo-

Ryec. 1. Rola progesteronu w szlaku aktywa- MPF

cj)i, oocytow upialg) szponiastych (Xenoplfs la- T zy w COC i sugemjao ze komorki
evis) z udzialem MPF przez progesteron. Cdc2 wzgorka jajonosnego odgrywaja
Obnizony poziom cAMP/PKA aktywuje ... znaczaca rolg w kontroli dojrzewa-
MOS oraz MEK, co skutkuje aktywacja mejozy Cyklina B1 nia OQC_YtOW swinskich, gdzie prze-
MAPK i zniesieniem zahamowania mejozy kaznikiem jest PRKA (20, 21, 27).




Rola potaczen typu gap junction
w dojrzewaniu oocytow

Dojrzato$¢ cytoplazmatyczna zwiazana jest ze wzro-
stem oocytu, zmianami w strukturze, dystrybucja orga-
nelli oraz gromadzeniem substancji biologicznie aktyw-
nych koniecznych do dalszego rozwoju. W przypadku
organelli zmiany dotycza potozenia oraz struktury
mitochondriow, rybosomow, retikulum endoplazma-
tycznego, aparatu Golgiego podczas przechodzenia od
stadium pecherzyka zarodkowego (GV — germinal
vesicle) do stadium metafazy I1 (3, 26, 35). Rybosomy
produkuja biatka niezb¢dne w dojrzewaniu oocytéw
oraz poczatkowych stadiach rozwoju zarodka. Poza
tym dojrzato$¢ cytoplazmatyczna zwigzana jest z gro-
madzeniem ATP, mRNA, bialek i czynnikéw trans-
krypcyjnych. Niektore z tych biatek moga by¢ trans-
portujacymi kinazami biatkowymi, ktorych liczba oraz
lokalizacja zmienia si¢ podczas jadrowego dojrzewa-
nia oocytu. Inna grupe stanowia biatka wiazace RNA,
tzw. biatka Staufen, ktore rozpoznaja 1 wiaza RNA
przeznaczone do degradacji (3). Gromadzony mate-
riat umozliwia prawidtowe dojrzewanie i1 zaptodnie-
nie oraz inicjuje podziat komorkowy zygoty ze sta-
dium 8- do 16-komorkowego (2).

Synchronizacja jadrowego oraz cytoplazmatyczne-
go dojrzewania jest istotna ze wzgledu na uzyskanie
przez oocyt kompetencji do dalszego rozwoju, co jest
waznym czynnikiem uczestniczacym w dojrzewaniu
oocytow in vitro oraz rozwoju zarodkow (30).

Stopniowy wzrost i dojrzewanie oocytu w peche-
rzyku jajnikowym zaleza od otaczajacych pgcherzy-
kowych komorek somatycznych, ktore tworza warstwe
ziarnista wokot oocytu. Interakcje komorki somatycz-
ne/oocyt poprzez potaczenia gap junctions sa dla oocy-
tow zrodlem energii oraz substratéw do metabolizmu
oraz podzialdw, zaptodnienia i wczesnych etapow
embriogenezy (10, 30, 36).

Potaczenia typu gap junction sa to migdzykomor-
kowe kanaty zbudowane z biatek z rodziny koneksyn
(connexin, Cx). W$rod tych biatek gtdéwna role w pro-
cesie folikulogenezy petnia Cx43 1 Cx37, co zademon-
strowano w doswiadczeniach, w ktorych uzyskano
defekty w rozwoju oocytu i komodrek ziarnistych
umyszy, u ktorych zidentyfikowano mutacje w genach
kodujacych te biatka. Brak biatka Cx43 wplywa na
folikulogenezg poprzez wstrzymywanie wzrostu pg-
cherzykowego we wezesnych etapach rozwoju. Defekt
ten w rozwoju komorek warstwy ziarnistej prowadzi
do wielu powaznych konsekwencji w rozwoju oocy-
tow, ktore blokuja prawidlowe podziaty mejotyczne
(1, 5, 6). Ponadto brak lub obnizona ekspresja genu
Cx37 powoduje zaktdcenia w pdzniejszych etapach
folikulogenezy, wstrzymujac formowanie dojrzatych
pecherzykow. Znaczenie polaczen gap junctions po-
migdzy oocytem a komdrkami warstwy ziarnistej ob-
razuja doswiadczenia na mysich oocytach z defektem
w genie Cx37, ktore nie osiagaja petnego wzrostu i nie
nabywaja kompetencp mejotycznej (6, 25, 33). Wy-
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kazano, ze komorki warstwy ziarnistej dzigki potacze-
niom gap junctions pozwalaja transportowac okoto
85% substratow metabolicznych do oocytow, modu-
luja aktywnos¢ transkrypcyjna oocytdéw oraz indukuja
potranslacyjne modyfikacje biatek. Polaczenia gap
junctions posrednicza rowniez w ,,dialogu” pomigdzy
oocytem a komoérkami ziarnistymi poprzez zapobie-
ganie formowaniu ciatka zottego. U owiec brak ko-
morek wzgorka jajono$nego wptywa w znaczacy spo-
sob na spadek aktywnosci biosyntetycznej (6).

Charakterystyka wybranych biatek
uczestniczacych w dojrzewaniu oocytow

Wykazano, ze inicjacja wzrostu pecherzykow anga-
zuje ligand kit (Kit Ligand, KL) 1 jego receptor c-Kkit.
Biatko KL produkowane jest przez komorki ziarniste,
natomiast receptor c-kit zlokalizowany jest w blonie
komorkowej oocytu. Wykazano, ze myszy z mutacja
w genie kodujacym receptor c-kit charakteryzuja sig
bezptodnoscia, a mutacje te ujawniaja swoj efekt po-
przez btedy w gametogenezie (6, 14, 33).

Obecne badania skupiaja si¢ na szlakach sygnato-
wych przebiegajacych migdzy oocytem a komorkami
btony ziarnistej (4). Istotne jest, ze interakcja pomig-
dzy oocytem a komodrkami pgcherzykowymi jest dwu-
kierunkowa. Oocyty wydzielaja specyficzne czastecz-
ki sygnatowe (glownie czynniki wzrostu), ktore moga
wplywac na zasigg procesOw jajnikowych obejmuja-
cych folikulogenezg, wydzielanie hormonow steroido-
wych przez komorki wzgorka jajonos$nego i prolifera-
cjg, roznicowanie oraz aktywno$¢ wydzielnicza 1 lu-
teinizacyjna komorek ziarnistych (15, 28, 32, 39).
Szczegdlna uwage zwraca si¢ na grupe wchodzaca
w sktad transformujacych czynnikoéw wzrostu — B
(transforming growth factor B, TGFB) i ich potencjal-
ng rolg w regulowaniu funkeji jajnika oraz osiagnig-
cia stadium zygoty. Wiele spos$rod badan wskazuje, ze
réznicujacy czynnik wzrostu (growth and differentia-
tion factor 9, GDF9) oraz biatko morfogenetyczne
kosci 15 (bone morphogenetic protein 15, BMP15),
znane takze jako GDF9B, sa niezbedne dla prawidto-
wego rozwoju pecherzykowego u szczurdéw, owiec i lu-
dzi. W sktad rodziny TGFB wchodzi ponad 35 biatek.
Wsrod nich wymienia sig: grupg TGFB, aktywiny/in-
hibiny, GDF, BMP, a takze hormon antymillerowski
(anty-miillerian hormon — AMH) (4, 6, 13, 18, 32,
34).

Rodzina biatek TGFB przekazuje sygnat za posred-
nictwem kompleksu receptorow zbudowanych z dwoch
typow transblonowych kinaz serynowo-treoninowych.
Dotychczas zidentyfikowano siedem receptorow typu I
(activin receptor-like kinases, ALK 1-7) oraz pigc
receptorow typu II (ActRII, ActRIIB, BMPRII,
TGFBRII 1 AMHRII). Wiazanie biatek z rodziny TGFB
z kompleksem receptorowym prowadzi do fosforyla-
cji bialek Smad, bedacych czasteczkami sygnatowy-
mi, ktore dzialajac na rézne czynniki transkrypcyjne
w jadrze komorkowym, indukuja ekspresj¢ wybranych
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gendw. Wyrdznia si¢ osiem rodzajow
bialek Smad: Smad 1-8. Smad 2 i 3

TGFB

aktywowane sa przez biatka z pod-

Smad 1, 5 1 8 sa aktywowane przez

rodziny TGFB/aktywina, natomiast ‘
biatka z podrodziny BMP. Jedno

z tych bialek ulega fosforylacji 1 na-
stepnie oddzialuje z biatkiem Smad 4,
ktére przemieszcza sig do jadra, gdzie
reguluje transkrypcj¢ poprzez interak-
cje z elementami regulacyjnymi trans-
krypcji. Smad 6 1 7 sa biatkami inhi-
bitorowymi, ktére zapobiegaja akty-
wacji szlakdéw sygnatowych, takich jak
szlak kinazy biatkowej aktywowane;j
mitogenem (MAPK) (18, 22) (ryc. 2).

U ssakow wsrod TGFB wyr6znia
si¢ trzy izoformy: TGFB1, TGFB2,
TGFB3. mRNA/biatka zaobserwo-

Smad4

1
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wano w komorkach ziarnistych oraz
ostonkach oocytow niektorych ga-
tunkow, aczkolwiek wzor ekspresji
TGFB wykazuje duza réznorodno$¢
migdzy gatunkami. U ludzi TGFBI1 zaobserwowano
w oocytach pecherzykow pierwszorzedowych oraz w ko-
morkach ostonki i warstwy ziarnistej pgcherzykow
antralnych. Intensywnos$¢ ekspresji wzrasta w komor-
kach ostonki 1 ziarnistych w momencie dojrzewania
pecherzykow. TGFB2 ogranicza si¢ jedynie do komo-
rek ostonki duzych preantralnych/antralnych pgche-
rzykow 1 maleje w wigkszych pgcherzykach. U nie-
ktérych gatunkow ssakow, np. szczurow i1 cztowieka,
bioaktywno$s¢ TGFB moze ujawniaé si¢ zarOwno
w komorkach ostonki, jak i ziarnistych, w ktorych
ekspresja pojawia si¢ podczas wzrostu pgcherzykow
preantralnych 1 ro$nie wraz z dojrzewaniem pgche-
rzyka. U innych gatunkow, jak: owce, krowy i $winie,
pecherzykowa aktywno$¢ TGFB ujawnia si¢ glownie
w komorkach ostonki oocytu. W pecherzykach owiec
ekspresja TGFB mRNA ograniczata si¢ do komorek
ostonki oocytow pecherzykéw preantralnych oraz
antralnych. U §wini oslonka wewngtrzna jest pier-
wotnym zrodtem TGFB, podczas gdy w komorkach
ziarnistych zachodzi ekspresja mRNA TGFBI, ale nie
biatka. Hodowane komorki ziarniste izolowane od
bydta i $wini ujawniaja niska bioaktywnos¢ TGFB
(13, 18).

Ekspresje BMP15 zaobserwowano w oocytach pe-
cherzykow pierwszorzegdowych owiec, ludzi, szczu-
réw, myszy oraz w pierwotnych pecherzykach u opo-
sow, aczkolwiek nie zaobserwowano ekspresji mRNA
BMP15 w oocytach przed uformowaniem dojrzatych
pecherzykow, co sugeruje, ze ten czynnik nie odgry-
wa znaczacej roli w tym procesie. Poniewaz GDF9
1 BMP15 zlokalizowano w oocytach rosnacych peche-
rzykow u wszystkich gatunkow ssakow, wskazuje sig,
ze czynniki te odgrywaja gtdéwna rolg w regulacji roz-
woju pecherzykowego (11, 18, 31).

Cynnik Iranskrypeyimy

o@ Smad4
/> :
Caynnik transkrypeyiny

transkrypcja

Ryec. 2. Schemat aktywacji transkrypcji przez TGFB/BMP z udzialem bialek Smad

U myszy GDF9 jest istotny dla prawidtowego roz-
woju pecherzykowego i jest zaangazowany w rozwoj
prawidlowego fenotypu komorek kumulusa. Biatko
BMP15 nie jest konieczne dla prawidtowego rozwoju
pecherzykowego, ale odgrywa wazna rolg w konco-
wym dojrzewaniu pecherzyka i praw1d10wym rOZWO-
ju oocytu. W przypadku owiec zarowno GDF9, jak
1 BMP15 sa istotne dla normalnego wzrostu peche-
rzykowego, dodatkowo GDF9 moze by¢ zaangazowa-
ne w luteinizacj¢ pgcherzykow w trakcie owulacji.
GDF9 oraz BMP15 reguluja liczbg owulujacych pg-
cherzykéw u owiec, gatunku, ktory charakteryzuje
si¢ niskim poziomem owulacji. Takiej roli GDF9
1 BMP15 nie wyznaczono u myszy, gatunku, ktory ce-
chuje si¢ wysokim poziomem owulacji. Co wigcej,
GDF9 i BMP15 staty si¢ celem dla nowych metod
kontroli ptodnosci, ktére skupiaja si¢ na regulowaniu
liczby dojrzewajacych pecherzykow (17, 18).

GDF9 i BMP15 aktywujq drogi sygnatowe w ko-
morkach wzgorka Jajonosnego regulujac ekspresje
kluczowych genow i procesow komorkowych, nie-
zbednych dla prawidtowego réznicowania komoérek
CC. Wykazano, ze podczas dojrzewania oocytow in
vitro (in vitro maturation, IVM) wzbogacenie pozyw-
ki czynnikami wydzielanymi przez oocyt (oocyte
secreted factors, OSFs) znacznie wspomaga ich roz-
woj. Oocyt jest gtdownym regulatorem funkcji ko-
morek warstwy ziarnistej i dlatego pelni wazna role
w regulacji oogenezy, poziomie owulacji oraz ptod-
nosci. Wykazano, ze samice myszy 1 owiec z defek-
tem w genie GDF9 oraz owce z defektem w genie
BMP15 byty sterylne z powodu kompletnej blokady
folikulogenezy w stadium pecherzyka I rzgdowego.
Doswiadczenie in vitro, w ktorym traktowano komor-
ki jajnikowe rekombinowanymi OSF, takimi jak:
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GDF9 i BMP15, wykazato, ze produkcja progestero-
nu przez komorki ziarniste u owiec jest hamowana
przez rekombinowane owcze GDF9, ale wzmacniana
przez mysie GDF9 (11).

Wptyw TGFB na funkcj¢ komorek warstwy ziar-
nistej jest rozny u poszczegoélnych gatunkow ssakow.
U szczuréw TGFB potencjalnie stymuluje réznicowa-
nie komorek ziarnistych, aczkolwiek u innych gatunkow,
takich jak: bydto (TGFB2), owce (TGFB1 i TGFB2),
swinie (TGFB1 i TGFB2), te czynniki wzrostu wyka-
zuja znikoma aktywno$¢ stymulacyjna, a nawet hamu-
jacy efekt na proliferacje komorek ziarnistych. W wa-
runkach in vitro biatka TGFB stymuluja syntezg pro-
gesteronu komorek ziarnistych u gryzoni, podczas gdy
hamujacy efekt obserwuje si¢ w komorkach ziarnistych
pobranych od bydta, owiec i $wini. W przeciwienstwie
do efektu TGFB na komorki ziarniste, w przypadku
wptywu na komorki ostonki w odniesieniu do ste-
roidogenezy efekt jest podobny u réznych gatunkoéw
(18). Badania wskazuja, ze delecja badz mutacja
w genach GDF9 lub BMP15 moze wplywac na ptod-
nos¢ (24, 32, 34). Myszy GDF9 (-/-) byty bezptodne
z zatrzymaniem wzrostu pecherzykowego w stadium
pecherzyka I rzgdowego. Oocyty u tych myszy rosty
szybciej 1 byly wigksze, ale charakteryzowaty si¢ wie-
loma defektami strukturalnymi. Dodatkowo poziom
FSH i LH wzrastal i obserwowano cysty jajnikowe.
W przypadku BMP15 (-/-) samice myszy pozbawio-
nych funkcji genu BMP15 byty bezptodne, wzrost
pecherzykowy byl prawidlowy, natomiast owulacja
1 zaptodnienie oocytéw byly znacznie ograniczone.
W przypadku GDF9 wykazano wazny udziat tego bial-
ka w ksztattowaniu fenotypu komorek wzgorka Ja_] o-
nos$nego u myszy, ale moze ono penic¢ rowniez wazng
rol¢ w procesie luteinizacji. Na tej podstawie uznaje
si¢ biatka GDF9 1 BMP15 za nowe regulatory ptod-
nos$ci (17). Istnieja znaczace roznice migdzy gatunka-
mi, rozréd myszy moze przebiega¢ prawidlowo przy
braku BMP15, natomiast jest to konieczny czynnik
w zaptodnieniu u czlowieka i owiec. U cztowieka
nieprawidtowa ekspresja GDF9 korelowana jest z ze-
spotem policystycznych jajnikow, a mutacje w GDF9
1 BMP15 sa powiazane z niewydolnoscia jajnikow lub
dwuzygotycznymi bliznigtami (32).

Wykazano, ze oocyt stymuluje proliferacjg i zwigk-
sza produkcje estradiolu (E2) przez komoérki kumulu-
sa. Oocyt petni takze istotna rol¢ w procesie ekspansji
komorek kumulusa u myszy oraz przyspiesza ten pro-
ces u szczura, $wini i krowy. Fenotyp komoérek kumu-
lusa jest odmienny od $ciennych komorek ziarnistych,
co jest regulowane przez duze st¢zenie wydzielanych
przez oocyt czynnikdw w zewnatrzkomorkowym pty-
nie pecherzykowym. Czynniki TGFB, GDF9 1 BMP15
sa wykrywane w plynie pecherzykowym, co wigcej,
immunoneutralizacja GDF9 czy BMP15 moze mody-
fikowac¢ wzrost pecherzykowy oraz stan owulacji.
GDF9 wydaje si¢ jednym z wazniejszych czynnikow
indukcji czy utrzymania fenotypu komorek wzgorka
jajonosnego (18).
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Badania przeprowadzone na szczurach wskazuja na
negatywne sprz¢zenie zwrotne pomigdzy ligandem KL
a BMP15, w ktorym to ligand KL pochodzacy z komo-
rek ziarnistych hamuje BMP15 syntetyzowany przez
oocyt, natomiast BMP15 wydzielany przez oocyt stymu-
luje ekspresje ligandu KL w komorkach ziarnistych (4).

BMP15 i GDF9 sa biatkami w znaczacy sposob
wplywaJ acymi na przebieg procesu dojrzewania 0ocy-
tow in vitro. Na p0210mle molekularnym zmiany we
wzorze ekspresji gendéw i pewne nieprawidfowosci
W programowaniu epigenetycznym sa w duzym stop-
niu udokumentowane w zarodkach i ptodach otrzy-
mywanych z oocytow hodowanych/dojrzewajacych in
vitro. Sugeruje si¢, ze zmiany w zarodkach pochodza-
cych z dojrzewajacych in vivo 1 in vitro oocytow wy-
nikaja z réznic srodowiskowych, w ktdrych te oocyty
rozwij aja sig 1 wzrastaja. Ostatnie badania wykazaty,
ze dodanie BMP15 1 GDF9, gdy oocyty poddano doj-
rzewaniu in vitro, podn051 ich kompetenCJQ r0ZWO0jo-
wa. Natomiast Yeo 1 wsp. (40) wykazali, ze dodanie
GDF9 do medium do oocytéw hodowanych w warun-
kach in vitro miato negatywny efekt na rozwijajacy
si¢ ptéd (32).

Mato wiadomo jest na temat wptywu GDF9 na roz-
woj pecherzykow jajnikowych u §wini. Lee 1 wsp. (23)
wykonali badania, ktorych celem byto scharakteryzo-
wanie genu GDF9 u §wini, jego roli w rozwoju pgche-
rzykowym oocytéw i dodatkowo efekt roznych hor-
monoéw na ekspresje GDF9 podczas hodowli in vitro
(24). Wykazano, ze w $winskich oocytach ekspresja
GDF9 spadata podczas dojrzewania, gdy dodawano
pozywke bez surowicy, ale z dodatkiem roznych hor-
monoéw oraz sktadnikow, takich jak: hCG, PMSG
czy EGF (epidermal growth factor). Taka pozywka jest
powszechnie uzywana i akceptowana jako standard
w hodowlach oocytow IVM (24).

W przypadku hodowli oocytow in vitro stadium me-
tafazy I1, tj. dojrzatos¢ jadrowa, osiaga okoto 80-90%
oocytow. Problematyczne okazuje si¢ osiagniecie przez
oocyty dojrzatosci cytoplazmatycznej, dlatego tez
wzbogaca si¢ pozywki hodowlane biatkami, amino-
kwasami, hormonami (LH, GnRH), czynnikami wzro-
stu (EGF, INSL3), réwniez ptynami ustrojowymi, jak
ptynem pecherzykowym lub surowica (24, 25,27, 37).
Czgsto dla uzyskania zarodkow o wysokiej jakosci
przeprowadza si¢ synchronizacj¢ cyklu mejotycznego
oocytow za posrednictwem dwumaslanu-cyklicznego
AMP (dbAMP). Stosuje si¢ rowniez hodowle 2-eta-
powe: etap 1 —hodowla przez 20-22 godziny z dodat-
kiem czynniku synchronizujacego cykl mejotyczny
(dbAMP), etap 2 —hodowla przez 24 godziny bez tego
zwiazku (23).

Oocyty $wini wymagaja nieco dluzszej hodowli (42-
-48 godzin) w pordwnaniu do innych gatunkow zwie-
rzat gospodarskich. Hodowlg prowadzi si¢ w r6znych
pozywkach, do najczgsciej stosowanych naleza:
NCSU-23 —ptyn zawierajacy tauryng i hipotauryng lub
sorbitol — (NCSU-37), plyn TALP (zmodyfikowany
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roztwor ptynu Krebsa-Ringera) lub TCM 199 — ptyn
Tissue Culture Medium 199 (23).

Podsumowanie

Na osiagnigcie przez oocyt peinej kompetencji roz-
WOJOWC] ma wplyw wiele czynnikow, poczawszy od
rownowagi migdzy kinazami a fosfatazami, poprzez
czynniki wynikajace ze struktury oocytu (potaczenia
typu gap junctions wptywajace na interakcje komorek
somatycznych z oocytem) 1 w ostatecznosci rola bia-
tek produkowanych przez sam oocyt, takich jak r6zni-
cujacy czynnik wzrostu (growth and differentiation
factor 9, GDF9) czy biatko morfogenetyczne kosci 15
(bone morphogenetic protein 15, BMP15). Szczego-
towe poznanie mechanizmow, Zlozonosm procesow
oraz roli poszczegdlnych czynnikow bioracych udziat
w procesie dojrzewania oocytéw u ssakéw w odnie-
sieniu do dojrzatosci jadrowe;j, cytoplazmatycznej i ge-
nomowej oocytu pozwola na optymalizacj¢ warunkow
hodowli in vitro. Ponadto, poznanie mechanizméw
regulujacych oogeneze umozliwia scharakteryzowanie
kompetencji rozwojowej oocytow, jak rowniez wyja-
$nienie zaburzen, takich jak cysty jajnikowe. Sugeru-
je sig takze, ze biatka wchodzace w sktad transformu-
jacych czynnikow wzrostu moga postuzy¢ jako mar-
kery prawidlowego dojrzewania oocytow.
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