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Summary

The development of pig reproductive biotechnology has made it possible to use this species not only as farm
animals but also as important models in biomedical research. Systems based on pig embryos from in vitro
fertilization (IVF) are used much more frequently, although the quality of these embryos differs from those
produced by in vivo fertilization. The most frequent problems in the IVF procedure are disturbances in
both nuclear and cytoplasmic oocyte maturation, and the mechanism of polyspermy specific for this species.
Although there has been progress in increasing the number of oocytes produced by in vitro maturation
processes, the quality of embryos from these oocytes and their developmental competence is still unsatis-
factory. It has been suggested that the most important factor in this process is the establishment of optimal
conditions for the development and maturation of oocytes.

In this review the authors attempt to explain the molecular basis of oocyte maturation, meiosis resumption,
and meiotic spindle assembly. The article is also an opportunity to use the knowledge gained to date in order
to increase the efficiency of animal breeding, to evaluate the genetic value of oocytes, as well as to improve
assisted reproductive techniques (ART).
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Proces dojrzewania oocytow sktada si¢ z dwoch
gtownych etapow: dojrzewania jadrowego oraz doj-
rzewania cytoplazmatycznego. Dojrzewanie jadrowe
obejmuje szereg przemian zapoczatkowanych przed-
owulacyjnym wyrzutem LH, polegajacych na wzno-
wieniu i poprawnym przebiegu podziatu mejotyczne-
g0, czego skutkiem jest wyrzucenie pierwszego ciatka
kierunkowego oraz redukcja liczby chromosomow.
Mimo ze oocyty konczace etap dojrzewania jadrowe-
go moga by¢ skutecznie zaptodnione, rozwoj zarodka
jest w wigkszosci przypadkow zaburzony na skutek
braku waznych czynnikow cytoplazmatycznych. Pra-
widlowy rozwdj zarodka jest uzalezniony od $cistej
synchronizacji zaréwno etapu dojrzewania jadrowe-
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go, jak 1 dojrzewania cytoplazmatycznego. Osiagnig-
cie dojrzatosci cytoplazmatycznej nie jest jednak row-
noznaczne z osiagni¢ciem petnej dojrzatosci oocytu,
poniewaz w hodowli in vitro moze dojs¢ do zaburzen
w epigenetycznej modyfikacji genow, skutkiem czego
jest nieprawidtowy rozwoj zarodka 1 ptodu (34).

Dojrzewanie jadrowe (nuclear maturation)

Oocyty o $rednicy < 90 um nie sa zdolne do wzno-
wienia podzialu mejotycznego w warunkach in vitro.
Pozbawienie tej wlasciwosci nie jest jednak zwiazane
z brakiem czynnika indukujacego dojrzewanie (MPF
— maturation promoting factor) lub kinazy aktywuja-
cej podzialy komorkowe (MAPK — mitogen-activated
protein kinase), czyli dwoch czynnikéw odpowiedzial-
nych za wznowienie podzialow mejotycznych (32).
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Dojrzewajace oocyty zawieraja ufosforylowana forme
biatka p34°, jednak jest ona pozbawiona zdolno$ci
aktywowania biatka MPF do momentu, w ktérym ko-
morki te nie uzyskaja pelnego wzrostu. Sun i wsp. (41)
wykazali, ze ilo§¢ dwoch izoform kinazy MAP, t;j.
p44ERKL oraz p42ERK2 w rosnacych oocytach jest po-
rownywalna do ich zawarto$ci w oocytach w peini
dojrzatych. Stwierdzono réwniez, ze biatko MPF nie
moze by¢ aktywowane w oocytach, jezeli ich wzrost
odbywa si¢ w warunkach in vitro. Utrzymywanie ros-
nacych oocytow w hodowli in vitro w obecnos$ci kwasu
okadeinowego — inhibitora biatkowej fosfatazy 112A
— prowadzito do aktywacji zardbwno biatka MPF, jak
1 kinazy MAP. Skutkiem tych proceséw bylo wzno-
wienie podziatu mejotycznego i dojrzewania oocytow.
Udowodniono tym samym, ze uzyskanie przez oocyt
zdolnosci do wznowienia podziatu mejotycznego oraz
kontynuowanie wzrostu wykazuje silng korelacje ze
zdolnoscia tych komorek do aktywacji biatka MPF
i kinazy MAP (18). Nie jest to natomiast zwigzane
z calkowita ilo$cia tychze bialek.

Aktywacja pierwszego podziatlu mejotycznego

Do petnej aktywnosci mejotycznej w oocytach swi-
ni dochodzi w pecherzykach jajnikowych o $rednicy
= 3 mm (3, 6, 27). Aktywacja podziatu mejotycznego
nastgpuje w momencie, gdy oocyty uwalniajq si¢ ze
srodowiska pecherzykowego i sa utrzymywane w wa-
runkach in vitro przez 20-24 godzin. W proces akty-
wacji podziatdw mejotycznych zaangazowanych jest
szereg kinaz biatkowych. Naleza do nich: kinaza ak-
tywujaca podziaty komoérkowe (MAPK — mitogen-
-activated protein kinase), czynnik indukujacy dojrze-
wanie (MPF — maturation promoting factor), kinaza
biatkowa C (PKC — protein kinase C) oraz cykliczny
adenozynomonofosforan (cAMP — cyclic adenosino-
monophosphate).

Podczas dojrzewania oocytow aktywacja biatka
MPF nastepuje w stadium zaniku ostonki jadrowej
(GVBD — germinal vesicle breakdown). [1o$¢ tego bial-
ka istotnie wzrasta w stadium metafazy I podzialu
mejotycznego, a nastgpnie obniza si¢ podczas przej-
Scia z anafazy do telofazy I podzialu mejotycznego.
Wysokie stgzenie MPF ponownie pojawia si¢ w meta-
fazie Il podzialu mejotycznego (29). Badania Prochazki
1 wsp. (35) dowiodly, ze wstrzyknigcie cytoplazmy
dojrzatego oocytu do niedojrzatej komorki prowadzito
do osiagnigcia stadium GVBD po 8 godzinach utrzy-
mywania oocytéw w hodowli in vitro. Natomiast za-
hamowanie aktywnosci MPF uniemozliwia osiagnig-
cie tego stadium. Zablokowanie syntezy biatka p34¢i
prowadzito do zahamowania tworzenia si¢ wrzeciona
podziatlowego. Proces aktywacji MPF odbywa sig na
drodze fosforylacji biatka p34<4* oraz syntezy cykliny
B. Zwigkszanie stgzenia MPF w oocytach w celu uzy-
skania pelnej aktywno$ci wymaga ciaglej syntezy oby-
dwu tych biatek (35).
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Biatko MAPK wystepuje w stadium pecherzyka
zarodkowego (GV — germinal vesicle) w formie nie-
aktywnej. Staje si¢ aktywne w momencie wejscia
w stadium GVBD. Sugeruje sig, ze w stadium przej-
sciowym pomigdzy faza G2 a M cytoplazmatyczna
kinaza MAP ulega przemieszczeniu do pgcherzyka
zarodkowego (25).

Badania Inoue 1 wsp. (15) wykazaly, ze wstrzyknig-
cie aktywnego biatka MAPK do $winskich oocytow
przyspiesza znacznie wejscie oocytow w stadium
GVBD, aczkolwiek wstrzyknigcie do oocytow anty-
sensownego RNA kodujacego biatko c-mos, regulu-
jacego ekspresj¢ kinazy MAP, nie mialo wptywu na
osiagnigcie przez komorki tego stadium. Opisane wy-
niki badan udowodnity, Zze wejScie oocytéw w stadium
GVBD jest niezalezne od aktywacji kinazy MAP (33).
Utrzymywanie dojrzewajacych oocytdéw w warunkach
in vitro w obecno$ci PD98059 i U0126 jako inhibi-
torow biatka MEK hamuje aktywnos$¢ kinazy MAP,
zardwno w oocytach otoczonych komoérkami wienca
promienistego, jak i w oocytach enukleowanych (22).
Stadium GVBD moga osiagna¢ wylacznie oocyty
otoczone komorkami wienca promienistego, co suge-
ruje, ze aktywacja kinazy MAP w tych komorkach
jest niezbedna dla rozpoczgcia podziatu mejotyczne-
go (33).

W oocytach $win zidentyfikowano kilka izoform
kinazy biatkowej C. Sugeruje sig, ze aktywacja PKC
prowadzi do zahamowania wej$cia oocytow pozbawio-
nych komoérek wienca promienistego w stadium
GVBD. Rola ekspresji PKC w oocytach otoczonych
wiencem komorek pozostaje nadal niewyjasniona (43).
Istnieja doniesienia mowiace, ze uzycie aktywatorow
PKC w hodowli oocytéw hamuje lub znacznie op6z-
nia rozpoczecie podzialu mejotycznego w tych komor-
kach (17), jednakze wyniki badan innych zespotéw
wskazuja na stymulujace dziatanie aktywatorow PKC
na tempo dojrzewania oocytow w warunkach in vitro
(8). Badania Su i wsp. (40) udowodnily, ze czynniki
hamujace aktywnos$¢ PKC wywotuja jednoczesnie
zablokowanie przejscia oocytow do podziatu mejotycz-
nego indukowanego FSH w warunkach in vitro. Eks-
presja PKC oraz transdukcja sygnatu z udziatem tego
biatka, odbywajaca si¢ w komoérkach wienca promie-
nistego, jest $cisle zwiazana z aktywacja podziatu me-
jotycznego.

Stezenie cyklicznego adenozynomonofosforanu
(cAMP) w oocytach $wini osiaga najwyzsza wartos¢
w 8. godzinie utrzymywania tych komoérek w warun-
kach in vitro. Nastgpnie po 12 128 godzinach jego ilo$¢
ulega znacznemu obnizeniu (38). Obecnos¢ cAMP
w oocytach odgrywa bardzo wazna rolg we wznowie-
niu podziatu mejotycznego. Hodowla oocytow w obec-
nosci forskoliny lub IBMX hamuje ich zdolno$¢ do
aktywacji podziatu mejotycznego (38). Zahamowanie
aktywnosci kinazy biatkowej A (PKA) zaleznej od
cAMP uniemozliwia oocytom osiagnigcie stadium
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GVBD. Uwaza sig, ze odpowiednio wysokie st¢zenie
cAMP hamuje osiagnigcie tego stadium w mechaniz-
mie dezaktywacji kinazy MAP (16). Stymulowane
przez LH wznowienie mejozy wewnatrz oocytu zo-
staje zapoczatkowane drastycznym spadkiem pozio-
méw cAMP. Za spadek ten odpowiedzialna jest zak-
tywowana po zadziataniu LH fosfodiesteraza cAMP
(PDE3A — cAMP phosphodiesterase), ktéra degradu-
je cAMP. Alternatywna mozliwo$cia jest ograniczona
dyfuzja cGMP i/lub cAMP z komorek ziarnistych
wzgorka jajonosnego do oocytu, ktora roéwniez zdaje
sig przyczynia¢ do wznowienia mejozy (36).

Tworzenie struktur mejotycznych
- rola kinazy MAP/p90-«

Ufosforylowana forma kinazy MAP oraz biatko
p90°k sa zwiazane z obszarem gromadzenia si¢ mi-
krotubul (37). PoloZenie to zmienia si¢ po osiagnigciu
przez oocyty stadium GVBD. Poczatkowo w stadium
metafazy I podziatu mejotycznego biatka te sg roz-
mieszczone w obszarze wokot kondensujacych chro-
mosoméw wrzeciona kariokinetycznego. W anafazie [
sa zlokalizowane na jednym z biegunoéw komorki.
W stadium przej$ciowym pomigdzy anafaza I a telo-
faza I uktadaja si¢ w srodkowej strefie wydluzajacego
si¢ wrzeciona podziatlowego (11). Sugeruje sig, ze
potozenie kinazy MAP oraz biatka p90™* jest silnie
zwigzane z centrum organizacji mikrotubul wrzecio-
na podziatowego (42). Bialka te wykazuja najwyzszy
stopien ufosforylowania podczas przejscia ze stadium
MI do MII (26). Okres ten charakteryzuje si¢ wyraz-
nym gromadzeniem mikrotubul i tworzeniem wrze-
ciona podzialowego (33). Obnizenie aktywnosci ki-
nazy MAP ma miejsce podczas przejscia ze stadium
anafazy I do telofazy I. Zahamowanie aktywnosci tego
biatka podczas przejscia z fazy MI do MII jest przy-
czyna zaburzen w procesie wyrzucenia pierwszego
ciatka kierunkowego i tworzenia wrzeciona podziato-
wego w stadium MII (11). Podsumowujac powyzsze
wyniki badah mozna stwierdzi¢, ze biatka te odgry-
wajq istotna rol¢ w regulacji procesu organizacji mi-
krotubul wrzeciona podziatowego oocytéw $wini.

Zatrzymanie podziatu w stadium metafazy Il

Wysoka aktywnos¢ biatka MPF oraz kinazy MAP
w oocytach ssakow dziata jak czynnik cytostatyczny
(CSF — cytostatic factor) 1 powoduje zatrzymanie cy-
klu w fazie MII. MPF jest uwazany za bardzo istotny
element czynnika CSF zaangazowany w ten mecha-
nizm. Zdolno$¢ do wznowienia podziatu przez oocyty
jest uzalezniona od obnizenia aktywnosci biatka MPF
(11, 43). Zahamowanie aktywno$ci tego biatka oraz
degradacja cykliny B sa przyczynami przejscia oocy-
tow z fazy MII do anafazy Il i telofazy II (30). Uzys-
kane wyniki wskazuja na aktywny udziat kinazy MAP
i biatka p90™* w mechanizmie odpowiedzialnym za
zatrzymanie podzialow w stadium MII (33). Hodowla
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oocytdw $wini w obecnosci U0126 jako inhibitora bia-
tek MAP i p90=* indukuje przejscie komorek z fazy
MII do interfazy (38). Mechanizm wspotdziatania obu
tych biatek zostat po raz pierwszy opisany w oocytach
Xenopus (12).

Dojrzewanie cytoplazmatyczne
(cytoplasmic maturation)

Uzyskanie przez oocyt dojrzatosci cytoplazmatycznej
warunkuje zaréwno jego zdolnos¢ do zaptodnienia, jak
réwniez do zapoczatkowania oraz kontynuacji podzia-
tow mitotycznych zarodka (34). Dojrzewanie cyto-
plazmatyczne jest ztozonym procesem regulowanym
przez mechanizmy, ktére nie zostaty jeszcze dobrze
poznane, zwlaszcza w poréwnaniu ze znajomoscia
mechanizmow towarzyszacych dojrzewaniu jadrowe-
mu (34, 41). Podzieli¢ je mozna na trzy gtowne pro-
cesy: (1) przemieszczanie si¢ organelli, (2) reorgani-
zacje cytoszkieletu oraz (3) dojrzewanie molekularne
(9, 28).

Ruch organelli w ciagu dojrzewania komorki zacho-
dzi dzigki dziataniu mikrofilamentéw i1 mikrotubul
cytoszkieletu, a sama zmiana potozenia organelli za-
lezy od potrzeb komorki w ciagu kazdego stadium roz-
woju (9). U $win przed rozpoczgciem dojrzewania
oocytu mitochondria tworza skupiska w obwodowe;]
(korowej) czgsci komorki, podczas gdy w miarg doj-
rzewania zauwazy¢ mozna ich translokacjg¢ do obsza-
ru okotojadrowego (7, 44). Przypuszcza sig, ze mito-
chondria lezace w rejonie okotojadrowym zapewniaja
odpowiednig ilos¢ ATP niezbgdnego do zapoczatko-
wania fazy GVBD. Dalsze gromadzenie si¢ mitochon-
driow w obszarze okotojadrowym juz po GVBD jest
prawdopodobnie spowodowane wysokim zapotrze-
bowaniem energetycznym podczas formowania wrze-
ciona podzialowego, kondensacji chromatyny, prze-
mieszczania chromosomow oraz wyrzucenia ciatka
kierunkowego (44).

Biochemiczne i strukturalne zmiany w retikulum
endoplazmatycznym zachodzace podczas dojrzewania
sa decydujace dla wlasciwego dziatania wewnatrzko-
morkowej regulacji wapnia. W cytoplazmie dojrzatych
oocytow ER zbiera si¢ w postaci malych skupisk
o szerokosci 1-2 um, zwlaszcza w rejonie z ziarnami
korowymi. Takiego gromadzenia nie stwierdzano
w niedojrzatych oocytach zatrzymanych w stadium pro-
fazy 1. U roznych gatunkoéw skupiska ER widoczne
sa po stronie przeciwnej do wrzeciona mejotycznego
(24, 40).

W czasie dojrzewania oocytow zaobserwowac mozna
roéwniez reorganizacj¢ ziaren korowych, polegajaca
na ich od$rodkowej migracji i utworzeniu pojedynczej
warstwy bezposrednio pod btona komoérkowa. Taka
relokalizacja przygotowuje oocyty do przeprowadze-
nia reakcji korowej, czyli egzocytozy zawarto$ci
ziaren korowych do przestrzeni okolozottkowej (14,
49).
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Sposrdd trzech rodzajow struktur biatkowych two-
rzacych cytoszkielet komorki zwlaszcza mikrotubule
i mikrofilamenty wydaja si¢ zwigzane z dojrzewaniem
oocytu. Mikrotubule uczestnicza w redystrybucji or-
ganelli (zwlaszcza mitochondriéw) oraz w segregacji
chromosoméw w obregbie wrzeciona mejotycznego.
Mikrofilamenty réwniez uczestnicza w dynamicznych
zdarzeniach w ciagu dojrzewania oocytow i zaptod-
nienia poprzez regulowanie redystrybucji retikulum
endoplazmatycznego i ziaren korowych oraz pozycjo-
nowanie chromosoméow (28, 45). U $win nie stwier-
dza si¢ mikrotubul w oocytach zatrzymanych w pro-
fazie 1, natomiast po GVBD zaobserwowa¢ mozna
male mikrotubule astralne w poblizu skondensowanej
chromatyny Takze filamenty aktynowe podlegajq re-
organizacji w ciagu dojrzewania oocytow §win. Mi-
krofilamenty obserwowano w postaci stosunkowo gru-
bej jednolitej warstwy w korowej czgsci cytoplazmy,
a takze stwierdzano ich obecnos$¢ w calej cytoplazmie
oocytow w stadium GV. Po GVBD mikrofilamenty
koncentrowaty sig blisko chromatyny (7, 23). Dane te
sugeruja, ze zarowno mikrotubule, jak 1 mikrofilamenty
biora aktywny udziat we wlasciwym utoZeniu i segre-
gacji chromosomoéw podczas dojrzewania jadrowego.
Reorganizacja cytoszkieletu oocytu wydaje si¢ decy-
dujacym zdarzeniem nie tylko dla dojrzatosci jadro-
wej, ale rowniez dla uzyskania kompetencji rozwojo-
wych (28).

Trzeci aspekt dojrzewania oocytow obejmuje syn-
tezg¢ 1 gromadzenie RNA oraz bialek niezbgdnych
do ich wzrostu, dojrzewania, a takze do wczesnego
rozwoju zarodka. Synteza ta jest najwigksza w naj-
wczesniejszych fazach rozwoju oocytu, natomiast pod
koniec jego wzrostu i w czasie dojrzewania dominu-
jacymi procesami staja si¢ wyciszenie transkrypcyjnej
aktywno$ci oraz degradacja niektorych mRNA. Po
wyciszeniu transkrypcji oocyty opierajq si¢ na zgro-
madzonych transkryptach, zaréwno jesli chodzi o kon-
tynuowanie mejozy, jak i o przeprowadzenie pierw-
szych podzialéw po zaptodnieniu (10, 39).

Wiele sposrod oocytow dojrzewajacych w warun-
kach in vitro nie posiada zdolnosci do podjecia po-
dzialu mejotycznego. Sugeruje si¢, ze za prawidtowy
rozwoj i dojrzewanie tych komorek sa odpowiedzial-
ne tzw. czynniki cytoplazmatyczne (cytoplasmic fac-
tors) (4, 19), dotychczas jednak nie zidentyfikowano
bialek, ktore mogtyby petni¢ funkcjg tych czynnikow.
Sugeruje sig, ze istotna role w ztozonym procesie doj-
rzewania odgrywa ruch mitochondriow do wngtrza
cytoplazmy. W przypadku oocytéw utrzymywanych
w warunkach in vitro proces ten jest zahamowany lub
w znacznym stopniu spowolniony (44). Udowodnio-
no, ze dodanie do pozywki, w ktorej hodowane sa oocy-
ty: cysteiny, cysteaminy, glutaminianu, gonadotropin,
nablonkowego czynnika wzrostu (EGF — epidermal
growth factor) lub B-merkaptoetanolu wptywa stymu-
lujaco na dojrzewanie oocytéw w warunkach poza-
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ustrojowych (1, 13, 48). Wewnatrzkomodrkowe steze-
nie glutationu zostalo wykorzystane jako marker okre-
$lajacy zdolnos$¢ cytoplazmy oocytu do indukeji pro-
cesu dekondensacji chromatyny jadra komérkowego
plemnika oraz formowania meskiego przedjadrza (1,
48). Wlasciwy przebieg tych proceséw jest zwiazany
ze stopniem dojrzatosci oocytu (2). Zdolnos¢ do prze-
pltywu sygnatow pomigdzy oocytem a komorkami
wienca promienistego jest uwazana za istotny element
regulujacy dojrzewanie tych komorek pod wplywem
czynnikow cytoplazmatycznych. W przypadku zaha-
mowania tej drogi komunikacji, st¢zenie glutationu
ulega znacznemu obnizeniu (31).

Podsumowanie

Dojrzewanie oocytow to dlugi proces, w czasie kto-
rego uzyskuja one zdolno$¢ do przejscia przez kolej-
ne etapy rozwoju. Obejmuje ono ztozone i odrgbne,
cho¢ powiazane ze soba mechanizmy dojrzewania
jadrowego i cytoplazmatycznego. Oocyt jestuwazany
za dojrzaty, gdy wyrzucone zostaje pierwsze ciatko
kierunkowe, a sama komorka zostaje zahamowana
w stadium metafazy II (dojrzatlos¢ jadrowa). Chociaz
oocyty takie moga by¢ zaptodnione, to z powodu bra-
ku pewnych czynnikdéw cytoplazmatycznych potrzeb-
nych do pelnej dojrzatosci cytoplazmatycznej moga
nie mie¢ kompetencji rozwojowych. Kompetencje
takie wiaza si¢ z dojrzatoscia cytoplazmatyczna oocy-
tu i odnosza do zdolno$ci komorki jajowej do zaptod-
nienia i rozwiniqcia si¢ w zdrowy zarodek (9, 36).

Wydaje sig, ze jednym z najistotniejszych elemen-
tOw w procesie pozyskiwania oocytow w warunkach
in vitro jest ustalenie optymalnych warunkow ich wzro-
stu i dojrzewania. Ponadto poznanie mechanizméw
regulacji ekspresji geno6w specyficznych dla oocytéw
pozwoli na opracowanie profilu selekcyjnego dla naj-
lepszych komorek (5, 16, 20, 21). Postugujac si¢ ana-
lizami molekularnymi mozna bedzie wyselekcjonowac
te osobniki, ktorych komorki rozrodcze charaktery-
Zuja si¢ najwyzszymi kompetencjami rozwojowymi,
a co za tym idzie — najwigkszym prawdopodobien-
stwem zaplodnienia 1 prawidlowego rozwoju zarodka.
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