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STRESZCZENIE

Potencjal rozwojowy oocytow i zarodkoéw jest jednym z kluczowych czynnikéw wptywa-
jacych na sukces w rozrodzie. Poniewaz zarodki pozyskane in vitro posiadaja obnizona
jakos¢, opracowanie nieinwazyjnego systemu ich oceny jest priorytetem. Jednym z podsta-
wowych parametréw ksztaltujacych potencjal rozwojowy gamet/zarodkéw i wplywajacych
na mechanizmy rozrodcze jest metabolizm lipidow. Oocyty i zarodki ssakéw gromadza lipi-
dy w kroplach lipidowych, ktorych liczba i wielkos¢ jest gatunkowo specyficzna. Wzrostowi
i dojrzewaniu oocytu, a takze rozwojowi zarodka, towarzyszy duza dynamika ilociowych i
jakosciowych przemian lipidéw, ktéra wplywa na ich jakos¢ oraz przydatno$é do mrozenia.
Istnieje mozliwo$é modyfikacji parametrow lipidéw zaréwno in vivo jak i in vitro poprzez
dodatek tluszczu do diety oraz pozywek hodowlanych. Niniejsze opracowanie przedstawia
aktualny stan wiedzy na temat zaangazowania lipidow w ksztaltowanie potencjalu rozwojo-
wego oocytow i zarodkéw ssakéw gléwnie na przykladzie modeli dwoch gatunkow zwierzat
gospodarskich - bydla i $wini domowej.

POTENCJAL ROZWOJOWY OOCYTOW I ZARODKOW - WPROWADZENIE

Efektywnos$¢ rozrodu mierzona prawdopodobieristwem uzyskania potom-
stwa ksztattowana jest przez wiele czynnikéw zwigzanych z samicg, oocytem
i zarodkiem oraz srodowiskiem. W warunkach naturalnych, in vivo, procesom
rozrodczym towarzyszy zaskakujaco duza skala degeneracji zarodkéw. Wy-
kazano, ze ok. 90% owulowanych oocytéw miodych kréw ulega zaplodnie-
niu, podczas gdy wspdtczynnik urodzonych cielgt wynosi srednio 40-50% [1].
W przypadku zarodkéw pozyskanych w warunkach laboratoryjnych (in vitro)
efektywnosc jest nizsza, ale wystepuje podobny trend. Okoto 80% oocytéw by-
dta ulega zaptodnieniu, 30-40% z nich uzyskuje stadium blastocysty, 40% zarod-
kow przeniesionych do samicy przezywa do 40 dnia cigzy, a 30% do porodu [2].
Ze wzgledu na zlozonos¢ zjawiska, identyfikacja czynnikéw wplywajacych na
zamieralno$¢ zarodkéw jest bardzo utrudniona.

Jednym z czynnikéw majacych istotny wplyw na skutecznos$é rozrodu jest
potencjal rozwojowy oocytow/zarodkéw (ang. developmental potential, develop-
mental competence, viability). Warto zaznaczy¢, ze obok pojecia ,potencjat rozwo-
jowy” w uzyciu znajduje sie jeszcze pojecie ,jakos¢” (ang. quality). Pomimo tego,
Ze pojecia te uzywane sg naprzemiennie, ich istota w znaczeniu aplikacyjnym
sie nieco rézni. Jakos¢ jest pojeciem bardziej ,statycznym”, gdyz nawiazuje do
zespolu cech ocenianych na danym etapie rozwoju oocytu/zarodka i ich poten-
cjalnego wplywu na dalszy rozw6j zarodka i ptodu, ktére zwykle nie sg zna-
ne. Natomiast potencjal rozwojowy jest pojeciem szerszym i , dynamicznym”,
gdyz obejmuje analize wybranych wtasciwosci oocytu/zarodka w powiazaniu z
dalszym rozwojem. Kompleksowy system oceny kompetencji rozwojowej oocy-
tow i zarodkéw bydla przedstawili Sirard i wsp. [3] proponujac 5-stopniowa
skale obejmujaca nastepujace zdolnosci: 1) do wznowienia mejozy, 2) do uru-
chomienia podzialéw po zaplodnieniu, 3) do uzyskania stadium blastocysty,
4) do implantacji oraz 5) do pelnego rozwoju zdrowego plodu. Przyjmujac te
skale, mozna stwierdzi¢, ze ocena oocytéw/zarodkéw pozyskiwanych in vitro
do celéw eksperymentalnych obejmuje zwykle stopnie 1-3. Pelng skale oceny
kompetencji mozna natomiast zastosowac w odniesieniu do zarodkéw pozyska-
nych in vitro z oocytéw pochodzacych od kréw o wysokiej wartosci genetycznej
i przeznaczonych do celéw hodowlanych.

Pierwsze publikacje na temat potencjalu rozwojowego skupialy sie na po-
réwnaniu zarodkéw pozyskanych in vivo oraz in vitro. Punktem odniesienia w
badaniach poréwnawczych jest tzw. , ztoty standard” (ang. gold standard), ktory
odpowiada zarodkowi o wysokim potencjale rozwojowym rozwijajacemu sie in
vivo [4]. Holm i Callesen [5] stwierdzili, ze wprawdzie zarodki obu kategorii
sa podobne pod wzgledem szeregu parametréw, jednak istotnie rézniq sie w
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zakresie niektoérych éciezek metabolicznych oraz poziomu
mRNA genéw istotnych dla przedimplantacyjnego rozwo-
ju. Cechami réznicujgcymi zarodki pozyskane in vivo i in
vitro sg takze parametry morfologiczne, kinetyka rozwoju
oraz przezywalno$¢ mrozenia. Szczegdlng uwage zwroéco-
no na parametry charakteryzujace efektywnosé rozrodu,
czyli odsetek cigz w odniesieniu do liczby przeniesionych
zarodkéw i prawidlowosé rozwoju plodu. W odniesieniu
do zarodkéw pozyskanych in vitro podkreslono obnizona
zywotnoéc¢ szczegodlnie po przeniesieniu mrozonych zarod-
kow oraz ryzyko pojawiania sie tzw. duzych plodéw (ang.
large offspring syndrome, LOS). Wykazano, ze prawdopodo-
bieristwo osiggniecia stadium blastocysty zalezy gléwnie
od jakosci oocytu, podczas gdy jakos¢ uzyskiwanych bla-
stocyst ksztaltowana jest przede wszystkim przez srodowi-
sko rozwoju zarodkéw [6]. Mozna zatem stwierdzié, ze uzy-
skanie wyzszego odsetka blastocyst w warunkach in vitro
moze by¢ osiggniete gtéwnie poprzez polepszenie jakosci
00Cytow.

Ze wzgledu na kompleksowos¢ zagadnienia, ocena po-
tencjalu rozwojowego/jakosci oocytéw i zarodkéw obej-
muje szereg parametréw zwigzanych zaréwno z oocytem/
zarodkiem (cechy wewnetrzne = ang. infrinsic) jak i ze
srodowiskiem rozwoju (cechy zewnetrzne = ang. extrin-
sic). Podstawowy zestaw cech wewnetrznych oocytéw
uwzgledniany w ocenie jakosci obejmuje: morfologie, doj-
rzalo$¢ mejotyczng i zestaw chromosomoéw, dystrybucje
organelli np. ziaren korowych, wystepowanie apoptozy,
profil transkryptéw oraz wybrane parametry kropli lipido-
wych. W odniesieniu do cech zewnetrznych wyréznia sie
czynniki zwiazane z dawczynia np. wiek, zywienie oraz z
warunkami dojrzewania (in vivo vs in vitro). Zestaw para-
metréw najczesciej analizowany w przypadku przedim-
plantacyjnych zarodkéw obejmuje morfologie, kinetyke
rozwoju, zestaw chromosomoéw, indeks apoptotyczny oraz
profile transkryptéw i metabolitow (cechy wewnetrzne),
oraz warunki rozwoju (np. sktad pozywki do hodowli in vi-
tro). Oceniane parametry dzielq sie na nieinwazyjne, gdy ich
analiza nie wymaga ingerencji w strukture oocytu/zarodka
(np. morfologia) oraz inwazyjne, wymagajace takiej inge-
rencji (np. biopsja blastomeru) lub nawet zniszczenia ba-
danej struktury (np. izolacja mRNA). Morfologia nalezy do
najstarszych parametréw oceny jakosci oocytéw /zarodkow
i pomimo swych ograniczeri np. subiektywnos¢, nadal jest
elementem standardowej procedury. Stwierdzono zwigzek
jakosci z wybranymi cechami morfologii zarodkéw takimi
jak kolor blastomeréw, stopienn kompakcji moruli, kinetyka
rozwoju, czas pierwszego podzialu zygoty, czas osiggania
stadium blastocysty, stopieni ekspansji i srednica blastocy-
sty [2]. Wiadomo jednak, ze brak zmian morfologicznych
nie jest r6wnowazny z wysoka kompetencja rozwojowa, a
zarodki o podobnej morfologii moga réznic sie istotnie pod
wzgledem liczby blastomeréw czy indeksu apoptotycznego
[4]. Poniewaz nieliczne z wymienionych parametréw maja
charakter nieinwazyjny, uwaga naukowcéw skupia sie na
wybranych elementach $rodowiska rozwoju oocytu/za-
rodka jako potencjalnych Zrédlach danych. Naleza do nich
plyn i komorki pecherzykowe, plyn jamy blastocysty oraz
podioza hodowlane po inkubacji zarodkéw. Analiza tych
czynnikéw jest obecnie wiodacym nurtem badan zmierza-
jacych do identyfikacji nieinwazyjnych markeréw jakosci
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oocytéw/zarodkéw przy uzyciu szeregu technologicznie
zaawansowanych procedur nowej generacji okreslanych
jako wysokoprzepustowe (ang. high-throughput techniques
[7]). Dynamiczny rozwdj tych procedur i ich wykorzysta-
nie w badaniach oocytéw i zarodkéw sa przede wszystkim
napedzane potrzeba podnoszenia efektywnosci procedury
wspomaganego rozrodu cztowieka. Nalezy jednak podkre-
sli¢, ze modele zwierzece stanowia tutaj niezbedne ogniwo
bedace Zrédiem cennych informacji wyjaéniajacych bada-
ne mechanizmy rozrodcze. Wysokoprzepustowe techniki
funkcjonuja w grupach okreslanych mianem , omics”. Do
podstawowych naleza genomika, transkryptomika, prote-
omika i metabolomika, przy czym obszar , omics” dyna-
micznie si¢ rozwija wlaczajac takie kategorie jak sekretomi-
ka (ang. secretomics) czy lipidomika (ang. lipidomics). Cecha
wspoélna wysokoprzepustowych procedur jest generowanie
olbrzymiej liczby danych wymagajacych gruntownej, bio-
informatycznej analizy. Dostepna literatura prezentujaca
wyniki badar oocytéw/zarodkéw z uzyciem wysokoprze-
pustowych technik jest imponujgca. Nalezy jednak pod-
kreéli¢, ze mimo lawinowo rosngcej bazy biologicznych
danych i wielu parametréw kandydujacych do miana po-
tencjalnego biomarkera, nadal nie zidentyfikowano biomar-
kera potencjatu rozwojowego zarodkéw [7]. Sugeruje sig,
Ze na wspomniane trudnosci sklada sie wiele czynnikéw
m.in. ré6zne uklady doswiadczalne, zmiennos¢ badanego
materialu biologicznego oraz zréznicowane procedury dia-
gnostyczne. Szczegdlny nacisk kiadzie sie na koniecznos¢
wykorzystania tzw. modelu multi-omics czyli kompleksowej
analizy préb biologicznych np. transkryptomu i epigeno-
mu. Ponadto uzyskanie wynikéw przydatnych w praktyce
klinicznej czy hodowlanej wymaga zgromadzenia peinych
informacji na temat rozwoju zarodkowego. Tutaj klasycz-
nym podejsciem jest analiza retrospektywna danych zgro-
madzonych przed przeniesieniem zarodka do macicy z
uwzglednieniem péZniejszej informacji o jego implantacji i
rozwoju ptodu. Okazuje si¢ jednak, ze pomimo identyfika-
qji potencjalnych biomarkeréw, ich uniwersalnosc jest ogra-
niczona, gdyz nie zawsze znajduja potwierdzenie w innych
ukladach doswiadczalnych.

Ze wzgledu na kluczowe znaczenie lipidéw w ksztatto-
waniu jakosci oocytow i zarodkéw oraz dynamiczny rozwoj
procedur diagnostycznych pozwalajacych na kompleksowa
analize proceséw metabolicznych, lipidy zyskaly bardzo
duze zainteresowanie takze w kontekscie identyfikacji bio-
markeréw. Celem niniejszego opracowanie jest przedsta-
wienie aktualnego stanu wiedzy na temat zaangazowania li-
pidéw w ksztaltowanie potencjatu rozwojowego oocytéw i
zarodkéw ssakéw gléwnie na przykladzie modeli dwéch
gatunkoéw zwierzat gospodarskich - bydla i $wini domowej.

BIOCHEMICZNE PODSTAWY METABOLIZMU LIPIDOW

Znaczenie lipidéw dla biologii komoérki jest bardzo sze-
rokie. Lipidy sa przede wszystkim materialem budulco-
wym blon komérkowych, biora udziat w modyfikacji bia-
tek i stanowia material energetyczny. Pelnig takze funkcje
hormonéw i miedzykomoérkowych przekaznikéw. Zapo-
trzebowanie energetyczne organizmu ssaka pokrywane jest
w 40-60% przez weglowodany, w 30-40% przez lipidy, a
jedynie w 10-15% przez biatka. Pomimo, iz podstawowym
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zrédlem energii dla wiekszosci tkanek jest glukoza, istotng
czescia rezerwy energetycznej sa triacyloglicerole - TAG,
pozyskiwane na drodze estryfikacji kwasoéw ttuszczowych
z glicerolem. Wysoka wartos¢ energetyczna TAG wyni-
ka z faktu, iz sa to zwiazki zredukowane, co pozwala na
uzyskanie ok. 37,7k] energii z 1g kwasu tluszczowego (dla
poréwnania - 1g cukru to jedynie 16,7k] energii). W celu
pozyskania ATP, TAG na drodze lipolizy przeksztalcane sa
do wolnych kwasoéw ttuszczowych, ktére nastepnie na dro-
dze B-oksydacji przeksztalcane sa w acetylo-CoA. Zwiazek
ten moze by¢ podstawa trzech proceséw: wchodzi¢ do cy-
klu kwasu cytrynowego i fosforylacji oksydacyjnej, by¢ pre-
kursorem cholesterolu i innych sterydéw lub moze tworzy¢
ciata ketonowe [8].

Komoérki gromadza lipidy w formie TAG w wyspecjali-
zowanych organellach zwanych kroplami lipidowymi (LD).
Mimo, ze krople lipidowe magazynuja obojetne lipidy obec-
ne we wszystkich komoérkach, ich morfologia i sktad r6znig
sie nawet w obrebie tej samej populacji komérek. LD sa oto-
czone monowarstwa fosfolipidowa zamykajaca wewnetrz-
ny rdzen wypelniony TAG i estrami steroli. Na powierzch-
ni LD znajduja sie bialka, perilipiny, ktére stabilizujg ich
strukture, a takze stanowia bariere dla enzyméw hydroli-
tycznych [9]. W biogeneze LD zaangazowana jest siateczka
§rédplazmatyczna, ale krople lipidowe nawiagzuja réwniez
kontakt z peroksysomami, mitochondriami czy lizosomami,
co wskazuje na ich udziat w wielu procesach komérkowych
i zréznicowanej funkcji [10]. Ostatnie odkrycia wskazuja
takze na obecno$¢ LD na wewnetrznej bionie jadrowej i w
jadrze komoérkowym, cho¢ ich funkcje i mechanizm powsta-
wania wymagaja wyjasnienia [11].

METABOLIZM LIPIDOW W PROCESIE
WZROSTU I DOJRZEWANIA KOMPLEKSOW
WZGOREK JAJONOSNY-OOCYT

W czasie wzrostu i dojrzewania oocytom towarzysza so-
matyczne komoérki pecherzykowe tworzac mutualny zwig-
zek, kompleks wzgoérek jajonosny-oocyt, okreslany réwniez
jako kompleks oocyt-cumulus (COC). Z jednej strony, ko-
morki cumulus sa posrednikiem pomiedzy oocytem, a srodo-
wiskiem pecherzykowym (lub srodowiskiem wzrostu, jesli
COC podlega inkubacji w warunkach in vitro), a wiec pelnia
role informatora, czynnie uczestniczac w regulacji metaboli-
zmu oocytu. Z drugiej strony, wymiana informacji jest dwu-
kierunkowa, zatem oocyt poprzez oddzialywania parakryn-
ne wplywa na otaczajace go komoérki cumulus. Wymiana in-
formacji odbywa sie przy udziale trzech mechanizméw: 1)
pomiedzy komoérkami pecherzykowymi i oocytem poprzez
wypustki (TZP), 2) pomiedzy komoérkami pecherzykowymi
za posrednictwem zlaczy szczelinowych (GJ) i 3) na zakon-
czeniach wypustek TZP, na ktérych obecne sa takze pola-
czenia adhezyjne [12]. Udowodniono, ze wydzielany przez
oocyty czynnik GDF9 jest odpowiedzialny za wyksztalce-
nie TZP, a zatem pelni gtéwna role niezbedna do prawidto-
wego rozwoju COC. Wraz ze wzrostem oocytu liczba TZP
zwieksza sie dzieki czemu mozliwa jest dynamiczna inte-
rakcja i zapewnienie dostaw niezbednych substratow. Istot-
na role zlaczy szczelinowych wykazano gtéwnie z uzyciem
techniki knock-out, doprowadzajac do wylaczenia ekspresji
genéw kodujacych bialka zaangazowane w budowe pota-
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czenn miedzykomoérkowych lub poprzez hodowle oocytow
pozbawionych komoérek pecherzykowych. Z kolei analiza
przy pomocy mikroskopii elektronowej wykazata réznice w
poziomie wewnatrzkomoérkowych lipidéw pomiedzy oocy-
tami otoczonymi przez cumulus i ich pozbawionych. GDF9
i BMP15, dwa najlepiej poznane czynniki wydzielane przez
oocyt, czynnie uczestnicza w gospodarce energetycznej,
w ktéra istotnie zaangazowane sa takze komoérki cumulus.
Stad wiadomo, ze dwukierunkowa, efektywna wspétpraca
oocytu i komoérek cumulus jest nadrzedna dla wyksztalcenia
COC o wysokim potencjale rozwojowym. Wiadomo jednak,
ze oocyty, ktére dojrzewaja w warunkach in vitro wykazuja
zmieniony metabolizm i gromadza wigksze ilosci lipidow w
poréwnaniu do oocytéw owulowanych. Dlatego srodowi-
sko wzrostu i dojrzewania oocytéw ma kluczowe znaczenie
dla homeostazy COC. Dotyczy to takze warunkéw in vivo,
szczegblnie w stanach patologicznych, gdzie zmieniony
poziom i profil kwaséw ttuszczowych w plynie pecherzy-
kowym moze prowadzi¢ do gromadzenia wigkszej ilosci
lipidow.

Procesowi folikulogenezy towarzysza zmiany zaréwno
na poziomie jadrowym, jak i cytoplazmatycznym oocytéw,
dzieki czemu nabywaja one kompetencji rozwojowej nie-
zbednej do prawidlowego zaplodnienia i rozwoju przed-
implantacyjnego zarodka. Od wielu lat gtéwny nurt badan
jest skoncentrowany na dojrzewaniu cytoplazmy oocytéw,
co w duzym uproszczeniu oznacza procesy zwigzane z gro-
madzeniem substancji zapasowych i reorganizacjg organelli
komérkowych. Oba wymienione zjawiska dotycza takze
lipidéw oraz kropli lipidowych. Wykazano, ze oocyty réz-
nych gatunkéw zwierzat r6znig sie znacznie zawartoscia
kropli lipidowych (Ryc. 1). Przyczyny tego zréznicowania
nadal pozostaja niewyjasnione i trudno o prostg odpowiedz
na pytanie, w jakim celu oocyt gromadzi bardzo duze ilosci
tluszczu. Dla przykiadu, oocyty $wini domowej czy psa za-
wieraja érednio 3 krotnie wiecej lipidow (156 ng) niz oocyty

OOCYTY DOJRZALE

OOCYTY NIEDOJRZALE

Rycina 1. Projekcje 3D wybarwionych w kierunku wizualizacji kropli lipidowych
oocytow $wini (A, B) i bydta (C, D) pozyskanych z pecherzyka jajnikowego (A,
Q) oraz po dojrzewaniu in vitro (B, D). Zdjecia uzyskane przy uzyciu mikroskopii
konfokalnej (obrazowanie z-stack) i oprogramowania ZEN (Zeiss). Sygnat zielo-
ny - krople lipidowe (barwnik BODIPY 493/503), sygnat niebieski - chromatyna
(DAPI).
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przezuwaczy np. bydta i owiec (odpowiednio 58 ng i 4 ng),
a obserwacja struktur w obrebie cytoplazmy przy uzyciu
mikroskopu §wietlnego jest znacznie utrudniona przez brak
przezroczystosci spowodowany nagromadzeniem lipidéw
[13]. Zdecydowanie mniej lipidéw zawieraja oocyty my-
szy, szczura i czlowieka. Oocyty réznych gatunkéw ssakow
réznig sie nie tylko pod wzgledem iloéci lipidow, ale takze
morfologii LD. Oocyty jednego gatunku wykazuja wzgled-
nie stala populacje LD o zblizonej wielkosci (okoto 1-2 pm),
podczas gdy oocyty innych gatunkéw np. borsuka, $wini
domowej, charakteryzuje duza zmiennos$¢ srednicy LD od
niewielkich do duzych o srednicy okoto 10 pm [14]. W oocy-
tach zwierzat gospodarskich o $rednicy od 100 do 150 um
zawierajacych kilkaset kropli lipidowych, moga one zaj-
mowac od kilku do nawet kilkunastu procent powierzchni
komérki [15]. Nadal nie okreslono ilosci lipidéw wewnatrz-
komoérkowych odpowiadajacej wysokiemu potencjatowi
rozwojowemu oocytu. Wiadomo jednak, ze w poréwnaniu
z oocytami dojrzewajacymi in vivo, iloé¢ lipidow gromadzo-
na w oocytach inkubowanych in vitro jest znacznie wyzsza.
Pod wzgledem funkcjonalnym, wysoka zawartos¢ lipidow
znaczaco utrudnia kriokonserwacje gamet oraz obniza ich
przezywalnos$¢ po rozmrozeniu. Prézno jednak szukac¢ de-
finicji stanu patologicznego odpowiadajacego warunkom
lipotoksycznodci, ktore istotnie ograniczaja szanse na uzy-
skanie prawidtowego zarodka. W tym przypadku, “wiecej
nie musi oznaczac lepiej”, a ponadto wiekszoé¢ badan suge-
ruje iloé¢ teoretycznie optymalna (podobnie jak w przypad-
ku poziomu ATP), ktéra zapewnia prawidtowe funkcjono-
wanie komérki.

Nieprzypadkowo fragment poswiecony regulacji meta-
bolizmu lipidéw w COC rozpoczeto od istotnej funkcji ko-
morek cumulus oraz polaczen typu TZP i GJ. W ostatnich
latach udowodniono, ze komorki te w przypadku wysokiej

podazy kwasoéw ttuszczowych w Srodowisku akumulujg
znaczne ilosci lipidéw (Ryec. 2), chroniac oocyt przed lipo-
toksycznoscia. Wykazano, ze komorki cumulus pobierajg
ze Srodowiska kwasy tluszczowe przy udziale translokazy
CD36 i przekazuja je do oocytu przy pomocy biatek wiaza-
cych FA, w tym przypadku FABP3, ktére to biatko zlokali-
zowano w TZP dojrzewajgcych oocytéw bydta. Posrednio
wykazano, ze wzmozone odkladanie lipidéw w dojrzewa-
jacych in vitro oocytach moze wynika¢ z wysokiej ekspresji
bialek zaangazowanych w transport FA [16]. Jednak sam
transport do oocytu, ktéry moze by¢ selektywny ze wzgle-
du na rodzaj FA, nie zostal do korica poznany. Wiadomo
jednak, ze nasycone i nienasycone kwasy tluszczowe maja
odmienny wplyw na metabolizm i potencjat rozwojowy
COC. Ciekawym, cho¢ jeszcze nie do korica zbadanym ob-
szarem jest kinetyka oddziatywania rodowiska wzrostu na
dojrzewajacy COC. W trakcie dojrzewania, komorki cumu-
lus ulegaja mucyfikacji, zanikaniu potaczen szczelinowych i
w élad za tym prawdopodobnie ograniczaniu zdolnosci do
komunikacji i wymiany substratéw. W zwiazku z tym nale-
zaloby przyja¢, ze krytyczne dla gospodarki lipidowej beda
pierwsze godziny dojrzewania COC, ale efekt tego dziata-
nia moze mie¢ konsekwencje dtugofalowe.

Wozrost i dojrzewanie COC maja miejsce w pecherzyku
jajnikowym, a bezposrednim srodowiskiem dla tych proce-
sow jest ptyn pecherzykowy, na ktérego sktad wplywa wie-
le czynnikéw. Wykazano, iz istnieje zwiazek pomiedzy pro-
filem lipidowym surowicy krwi, a profilem lipidowym pty-
nu pecherzykowego, aczkolwiek obserwowane parametry
nie sa tozsame (prawdopodobnie dochodzi do selektywne-
go przekazywania wybranych zwiazkéw). Niemniej profil
lipidowy plynu pecherzykowego jest parametrem istotnym
dla jakosci rozwijajacego sie COC, co niejednokrotnie wy-
kazywano w doswiadczeniach in vivo (analiza sktadu ptynu

Rycina 2. Projekcje 3D wybarwionych w kierunku wizualizacji kropli lipidowych: (A-C) komplekséw wzgérek jajonosny-oocyt swini i (D,E) oocytéw swini pozbawio-
nych komorek pecherzykowych. Zdjecia uzyskane przy uzyciu mikroskopii konfokalnej (obrazowanie z-stack) i oprogramowania ZEN (Zeiss). Widoczne silne sygnaty
pochodzace z komérek cumulus otaczajacych oocyt (B) oraz liczne krople lipidowe w oocycie po dojrzewaniu (stadium MII). Sygnat zielony - krople lipidowe (barwnik

BODIPY 493/503).
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pecherzykowego), jak i podczas dojrzewania in vitro (stoso-
wanie pozywek suplementowanych wybranymi kwasami
tluszczowymi) [17]. W wielu badaniach prowadzonych na
oocytach bydla wykazano, ze podwyzszona koncentracja
nasyconych kwaséw ttuszczowych podczas IVM skutko-
wata obnizeniem % blastocyst, zaburzeniem ekspansji ko-
morek cumulus oraz ich czestsza apoptoza. Podobne wyniki
uzyskano dla COC owiec, gdzie testowano gléwnie nasyco-
ne kwasy tluszczowe: stearynowy i palmitynowy. Nasyco-
ne kwasy tluszczowe powodowaly takze zmiany w profilu
ekspresji gendw zaangazowanych w $ciezki sygnalizacyjne
$mierci komoérkowej czy stresu oksydacyjnego. Wysokie
stezenia kwaséw ttuszczowych najczesciej prowadza do
tzw. stresu siateczki srédplazmatycznej, a wiec akumulacji
nieprawidlowo sfaldowanych biatek, zahamowania trans-
lacji i uruchomienia mechanizméw $mierci komoérkowe;j.
Odwrotng, zwykle stymulujaca role pelnig nienasycone
kwasy tluszczowe, ktére jak np. kwas oleinowy, moga neu-
tralizowac¢ negatywne dziatania kwaséw nasyconych [18].
Tym samym efekt oddzialywania nienasyconych kwaséw
tluszczowych bedzie zalezal w duzej mierze od ich wza-
jemnych proporgji ilosciowych i jakosciowych w plynie
pecherzykowym lub pozywce hodowlanej. Warto zazna-
czy¢, ze nie wszystkie systemy dojrzewania oocytéw in vi-
tro wykorzystuja w pelni zdefiniowane pozywki. W przy-
padku oocytéw swini, pozywke IVM rutynowo uzupetnia
sie 10-20% objetoscig ptynu pecherzykowego. Ze wzgledu
na brak informacji na temat sktadu ptynu pecherzykowe-
go, ktory zalezy od wielu czynnikéw np. od wieku samicy
czy wielkosci pecherzykéw jajnikowych, pozywka do doj-
rzewania staje sie niezdefiniowana. W tym ukladzie utrud-
niona jest rowniez analiza wplywu wybranego czynnika na
metabolizm COC, co kontrastuje z innymi gatunkami np.
bydiem, gdzie mozna stosowaé suplementacje wybranymi
FA i ocenia¢ ich wplyw na réznych poziomach odpowie-
dzi komoérkowej. Uwaza sig, ze trzy sposréd nienasyconych
kwasoéw tluszczowych - oleinowy, linolowy (obecne w wy-
sokich stezeniach w plynach pecherzykowych) i arachido-
nowy wywieraja jednoznacznie neutralny lub pozytywny
wplyw na komoérki pecherzykowe i oocyty podczas IVM, a
takze powoduja podniesienie efektywnosci hodowli zarod-
kow i ich jakosci. Wysokie stezenie kwaséw ttuszczowych
prowadzi do akumulacji lipidow w komorkach cumulus,
jednak reakcja komoérki zalezy od rodzaju FA. Stwierdzo-
no odmienng odpowiedz komérek pecherzykowych $wini
na wysokie stezenia kwaséw stearynowego (nasycony FA)
i oleinowego (nienasycony FA) w postaci odpowiednio 1)
tworzenia mikro kropli lipidowych i lipolizy oraz 2) maso-
wego odkladania lipidéw i powigkszania powierzchni LD
[19]. Wraz ze zmiana metabolizmu lipidéw, w komérkach
pecherzykowych obserwuje sie istotny wzrost ekspresji ge-
néw zaangazowanych w gospodarke lipidowa. Uwaza sie,
ze komorki cumulus chronia niejako oocyt przed zbyt wyso-
ka podaza kwaséw tluszczowych w srodowisku jednocze-
$nie umozliwiajac selektywny ich transfer [20,21]. Analizo-
wano wplyw kilku kwaséw ttuszczowych na jakosé¢ COC i
zarodkéw bydla, owiec i $wini. W wiekszosci przypadkéw
dotyczylo to kwaséw nasyconych, stearynowego i palmity-
nowego oraz nienasyconych, oleinowego i linolowego, kt6-
re dominuja w plynach pecherzykowych tych gatunkéw.
Kwas linolowy jest niezbednym FA wystepujacym w naj-
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wyzszej koncentracji w plynie pecherzykowym bydla. Jest
prekursorem kwasu arachidonowego, ktéry z kolei dalej
wykorzystywany jest do syntezy prostaglandyn, zwiazkéw
istotnych w procesach rozrodu. Sam kwas arachidonowy,
obecny w warstwie fosfolipidowej blony komorkowej jest
zaangazowany w komunikacje miedzykomoérkowa i stano-
wi istotny czynnik ksztattujacy jakos¢ oocytow. Wykazano,
ze suplementacja kwasu linolowego moze poprawiaé prze-
zywalnoé¢ zarodkéw po mrozeniu, (pomimo zwiekszenia
ilosci wewnatrzkomoérkowych lipidéw), przy czym zbyt
wysokie stezenie moze prowadzi¢ do inhibicji dojrzewania
jadrowego [22]. Pomijajac badania indywidualnych FA, ol-
brzymia czes¢ eksperymentéw na oocytach bydla poswie-
cono mieszaninie ré6znych proporgji i stezeni trzech kwaséw
ttuszczowych (ang. non-esterified fatty acids, NEFA - kwas
stearynowy, palmitynowy, oleinowy). Warto zaznaczy¢, ze
dojrzewanie oocytow bydla w pozywce z podwyzszonym
stezeniem NEFA moze stanowi¢ model badawczy dla cho-
réb metabolicznych lub negatywnego bilansu energetycz-
nego u kréw mlecznych. Wyzsza iloé¢ NEFA powodowata
modyfikacje profilu ekspresji genéw zaangazowanych w
transkrypcje, apoptoze czy implantacje zarodka, a takze po-
ziomu metylacji genéw podlegajacych pietnowaniu [23]. Co
ciekawe, w przypadku $wini, dodatek NEFA do pozywek
IVM spowodowal tylko czeéciowy, pozytywny wplyw na
COC w poréwnaniu do suplementacji ptynem pecherzyko-
wym. Swiadczy to o zlozonym skiadzie ptynu pecherzyko-
wego i znaczeniu zawartych w nim substancji czynnych dla
dojrzewania oocytéw tego gatunku [24]. Wiadomo jednak,
ze NEFA stanowia gtéwny substrat do produkcji ATP pod-
czas wzrostu i dojrzewania oocytu, a takze pdZniej w roz-
woju zarodkowym.

Wreszcie warto zwréci¢ uwage na bilans energetyczny
wynikajacy z utleniania pojedynczego kwasu tluszczowe-
go, ktére moze prowadzi¢ do powstania 106 czasteczek
ATP. Dla poréwnania, z pojedynczej czasteczki glukozy ko-
morka moze wytworzy¢ 30 czasteczek ATP. Glukoza moze
by¢ pobierana przez oocyt ze Srodowiska lub przez komoérki
wzgoérka jajonosnego i metabolizowana w procesie glikoli-
zy, cyklu kwasu cytrynowego lub w szlaku pentozofosfora-
nowym. Biorac jednak pod uwage istotng korzys¢ wynika-
jaca z procesu beta-oksydacji kwasow ttuszczowych mozna
stwierdzi¢, ze NEFA moga stanowi¢ gtéwny substrat do
produkcji ATP podczas wzrostu i dojrzewania oocytu, a
takze p6zniej w rozwoju zarodkowym [25].

METABOLIZM LIPIDOW W ZARODKACH

Zarodki ssakéw moga czerpaé energie z réznych zré-
det (glukoza, kwasy tluszczowe, aminokwasy), przy czym
glukoza jest dominujacym substratem w metabolizmie
energetycznym. Zarodki we wczesnych stadiach rozwojo-
wych korzystaja gléwnie z produktéw przemiany glukozy
tj. pirogronianu i mleczanu, pozyskujac je ze srodowiska
zewnetrznego (in vivo bedzie to plyn jajowodowy, a in vi-
tro - pozywka). Wprawdzie posiadaja transportery Glut
umozliwiajace pobieranie glukozy, jednakze do momentu
aktywacji genomu zarodka (u bydla jest to stadium 8-16
blastomeréw) aktywnosé owych transporteréw jest bardzo
niska. Ponadto wczesne zarodki wykorzystuja rowniez za-
pasy energetyczne zebrane podczas wzrostu i dojrzewania
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oocytow (zagadnienie omowione we wczesniejszym roz-
dziale), co jak wiadomo rézni si¢ pomiedzy gatunkami. Mo-
ment aktywacji genomu zarodka jest rowniez gatunkowo
specyficzny, zatem przejscie metabolizmu energetycznego
w gléwnym stopniu na glukoze bedzie istotnie zalezne
od gatunku. Badania potwierdzaja, iz stadium blastocysty
jest momentem, w ktérym aktywnos$¢ gendw zaangazowa-
nych w metabolizm glukozy osigga najwyzszy poziom [26].
Niemniej jednak lipidy stanowia réwniez istotny element
ksztaltowania kompetencji rozwojowej zarodkéw, a szereg
doswiadczen wskazuje na istotny zwigzek pomiedzy zabu-
rzeniami metabolizmu lipidéw a prawidlowym rozwojem
zarodkowym [27].

Przedimplantacyjne zarodki charakteryzuja sie¢ duzym
dynamizmem przemian metabolicznych, takze w zakresie
ilosciowych i jakosciowych cech lipidéw (Ryc. 3). Wykaza-
no miedzy innymi, iz poziom lipidéw magazynowanych
w LD jest stabilny we wczesnych zarodkach bydla, istotnie
wzrasta w stadium moruli, po czym ulega istotnej redukcji
w stadium blastocysty [28]. Spadek zawartosci lipidow w
stadium blastocysty wiaze sie ze zwiekszonym zapotrzebo-
waniem zarodka, szczegélnie komorek trofoblastu, na ener-
gie wydatkowang gléwnie na ekspansje jamy blastocysty i
proces wylegania [29]. Ponadto, intensywna proliferacja ko-
morek blastocysty wynika ze zwigekszonego zapotrzebowa-
nia na fosfolipidy, bedace kluczowym budulcem powstaja-
cych blon komérkowych [28].

Rozwoj przedimplantacyjnego zarodka wigze sie nie tyl-
ko ze zmianami ilosci lipidéw, ale takze ich profilu, ktory
zalezy od stadium rozwojowego oraz jakosci. Frakcja domi-
nujaca w blastomerach zarodkéw bydta sg fosfolipidy. Naj-
bardziej dynamiczne zmiany podczas rozwoju zarodkowe-
go zaobserwowano w grupie zwigzkéw nazywanych fos-

fatydylocholinami, ktére wraz ze sfingomielinami stanowig
glowny element budulcowy bton komoérkowych. Ilosé tych
lipidéw ma wplyw na wlasciwosci blon biologicznych m.in.
plynnosé i przepuszczalnosé, co warunkuje zywotnosé ko-
morek, skutecznoé¢ zamrazania/rozmrazania i ostateczny
sukces w rozrodzie [30].

Badania pokazuja, iz ilos¢ lipidéw ma istotny zwigzek
z jakoscig zarodkéw. Zarodki bydia hodowane w warun-
kach in vitro zawierajg istotnie wiecej lipidéw niz zarodki
pozyskane in vivo [31]. Réznice te dotycza takze profilu li-
pidowego [32,33]. Moze to mie¢ zwigzek z warunkami fizy-
ko-chemicznymi (m.in. sktad pozywek), gdyz np. pozywki
uzupelniane plodowa surowica cieleca (FCS) wplywaja na
zwigkszony pobér i akumulacje lipidéw w zarodkach bydla
w stadium moruli i blastocysty [28]. Sugeruje sie réwniez, iz
wzrost poziomu lipidéw w zarodkach pozyskanych in vitro
moze by¢ posrednim efektem ich reakcji na stres oksydacyj-
ny [27]. Wplyw zawartosci lipidéw na jako$¢ zarodkéw ma
kluczowe znaczenie w kontekscie kriokonserwacji. Okazuje
sie¢ bowiem, ze dla prawidlowego przechowywania zarod-
kow w niskich temperaturach konieczny jest optymalny
poziom wewnatrzkomérkowych lipidéw. Oznacza to, iz
wysoka koncentracja lipidéw zaburza procesy zamrazania
irozmrazania. Przyczyna obnizonej zywotnosci mrozonych
zarodkoéw sa zmiany struktury i integralnosci wewnatrz-
komoérkowych lipidéw. Kriokonserwacja moze prowadzi¢
takze do naruszenia integralnosci podwdjnej warstwy fos-
folipidéow w blonach komérkowych, co w konsekwencji ob-
niza zdolnos¢ re-ekspansji blastocyst, zmniejsza liczbe bla-
stomeréw oraz indukuje apoptoze [33]. Biorac pod uwage
szerokie zastosowanie kriokonserwacji zarodkéw we wspo-
maganym rozrodzie czlowieka i zwierzat, jest to zjawisko
niezwykle istotne dla praktyki laboratoryjnej. Zwigkszenie
skutecznosci mrozenia mozna uzyska¢ w dwojaki sposéb -

Rycina 3. Projekcje 3D wybarwionych w kierunku wizualizacji kropli lipidowych i chromatyny zarodkéw bydlecych hodowanych w warunkach in vitro. Zdjecia uzyskane
przy uzyciu mikroskopii konfokalnej (obrazowanie z-stack) i oprogramowania ZEN (Zeiss). Widoczne kolejne stadia rozwojowego zarodka A) zygota; B) 2-blastomerowe;
C) 4-blastomerowe; D) 8-16-blastomerowe; E) morula; F) blastocysta. Sygnal zielony - krople lipidowe (barwnik BODIPY 493/503), sygnal niebieski - chromatyna (DAPI).
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poprzez optymalizacje metodyki zamrazania (gléwnie sto-
sowanie optymalnych zakreséw temperatur oraz srodkéw
ostaniajgcych), albo poprzez zmiane skladu cytoplazmy
blastomeréw. Laboratoryjna modyfikacja profilu lipidowe-
go zarodkéw moze zmieni¢ pltynnosé blon komoérkowych,
a w konsekwencji witasciwosci fizyko-chemiczne blastome-
réw. Sugerowanym sposobem modyfikacji profilu lipido-
wego zarodkéw jest zmiana skladu pozywki hodowlane;.
Wykazano bowiem, iz stosowanie pozywki bez surowicy,
ktoéra jak wiadomo zwieksza ilo$¢ lipidéw w zarodkach,
istotnie polepszylo przezywalnoé¢ mrozonych zarodkéw
bydla [34]. Warto wspomnie¢, ze wiele lat temu wykazano
korzystny wplyw usuniecia kropli lipidowych z zygot §wini
wyjatkowo bogatych w lipidy, na kompetencje rozwojowa
uzyskiwanych zarodkéw [35].

Nalezy podkresli¢, iz profil lipidowy zarodkéw jest ga-
tunkowo specyficzny [36]. Gatunkiem o szczegélnie wy-
sokiej zawartosci lipidow jest swinia domowa (Sus scrofa
domestica) [37]. Wykazano miedzy innymi, iz partenogene-
tyczne blastocysty $wini domowej maja istotnie wiecej kro-
pli lipidowych zaréwno w catym zarodku jak i w pojedyn-
czych blastomerach w poréwnaniu z zarodkami bydta po-
zyskanymi in vitro [38]. Jak dotad nie wyjasniono przyczyn
tej miedzygatunkowej zmiennosci. Niektérzy naukowcy
uwazaja, iz wigksze zapasy energetyczne wystepuja u ga-
tunkow charakteryzujacych sie p6ézniejsza implantacja (np.
zarodki psa domowego zawierajace bardzo duzo lipidéw
- implantacja ok. 22 dnia po zaplodnieniu vs zarodki my-
szy ze skrajnie niskgq zawartoscia lipidéw - implantacja ok.
4 dnia). Réwniez bardziej liczne mioty moga mie¢ zwiagzek
z wyzszym poziomem lipidéow w zarodkach. Nie sg to jed-
nakze hipotezy poparte jednoznacznymi dowodami [39].

Jak wielokrotnie wskazywano, srodowisko rozwoju za-
rodka ma kluczowe znaczenie dla jego metabolizmu ener-
getycznego. Powstaje zatem pytanie, w jakim stopniu para-
metry zwigzane z samicg (np. kondycja, stan metaboliczny)
maja wplyw na omawiane elementy metabolizmu lipidowe-
go w zarodku rozwijajacym sie in vivo. Wiadomo, ze miedzy
zarodkiem, a organizmem matki istnieje skomplikowany
system interakcji. Do zaplodnienia dochodzi w jajowodzie
ijest to srodowisko rozwoju wczesnego zarodka (np. u by-
dia do stadium moruli). Komérki wyscielajace $wiatto jajo-
wodu wydzielaja ptyn, ktérego sklad zalezy od aktywnosci
metabolicznej organizmu matki. Dalszy rozw¢j zarodka za-
chodzi w macicy, gdzie dochodzi do interakcji blastocysta-
-endometrium zwigzanych z procesem implantacji. Jest to
réwniez moment, w ktérym czynniki pochodzenia matecz-
nego w istotnym stopniu wplywaja na zarodek, jego jakos¢ i
kompetencje. Opublikowano szereg prac dokumentujacych
znaczenie zywienia samicy (ze szczegdlnym naciskiem na
suplementacje diety wybranymi klasami lipidow) dla jako-
Sci rozwijajacego sie zarodka. W przypadku doswiadczen
in vivo trudno oddzieli¢ jednoznacznie wplyw stosowanego
zywienia na jakos¢ rozwijajacych sie w jajnikach oocytéw
od wplywu na jakosci rozwijajacych sie w jajowodzie czy
pozniej w macicy zarodkéw. Wykazano jednakze, iz suple-
mentacja diety np. nienasyconymi kwasami tluszczowymi
wplywa na sklad lipidowy ptynu jajowodu, co jak wiemy
z do$wiadczen in vitro moze istotnie wptywac na zarodki.
Pozytywny wplyw takiej suplementacji zaobserwowano
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takze przy ocenie odsetka uzyskiwanych dobrej jakosci bla-
stocyst. Ponadto uzupelnianie pozywek hodowlanych su-
rowica pozyskang od samic zywionych dieta wzbogacona o
kwasy n-3 (wielonienasycone kwasy ttuszczowe) wplywato
korzystnie na jakos¢ uzyskiwanych zarodkow [40,41]. Za-
tem metabolizm lipidowy w kontekscie interakcji zarodek
- matka wydaje si¢ mie¢ rowniez duze znaczenie.

Gromadzenie lipidéw i ich znaczenie dla rozwijajacego
sie zarodka zyskuje jeszcze inng perspektywe w odniesie-
niu do zjawiska diapauzy, wystepujacej u niektérych gatun-
kéw dzikich zwierzat. Polega ona na zatrzymaniu rozwoju
zarodka w stadium blastocysty i oczekiwaniu na bardziej
sprzyjajace warunki do implantacji. Celem diapauzy jest
najczesciej dazenie w strategii reprodukcyjnej gatunku do
narodzin potomstwa w jak najbardziej korzystnych warun-
kach érodowiska. Dotychczas zjawisko to opisano u ponad
130 gatunkéw ssakéw [42]. Wykazano, iz obecnoéé kropli
lipidowych w cytoplazmie jest kluczowa dla podtrzyma-
nia diapauzy, gdyz blastocysty w tym stanie wykorzystuja
glownie lipidy jako Zrédlo energii. Ponadto, wraz z poste-
pem diapauzy, iloé¢ lipidow wewnatrzkomoérkowych spa-
da, a ich sklad zmienia sie [14]. Wyniki te potwierdzaja klu-
czowe znaczenie zapasowych lipidéw dla prawidtowego
rozwoju przedimplantacyjnych zarodkéw i ich implantacji.

PODSUMOWANIE

Przedstawione informacje na temat roli lipidéow w roz-
woju oocytéw i przedimplantacyjnych zarodkéw ssakéw
jednoznacznie potwierdzaja kluczowe znaczenie tego pa-
rametru dla ksztaltowania ich potencjalu rozwojowego.
Nalezy takze podkresli¢ istotnos¢ fizjologicznego poziomu
lipidéw dla proceséw rozrodczych gtéwnie w kontekscie li-
potoksycznosci. Pomimo podstawowego znaczenia lipidow
w tworzeniu bton komérkowych i syntetyzowaniu hormo-
noéw, ich zbyt wysoki poziom jest czynnikiem negatywnym,
prawdopodobnie indukujacym reakcje stresowe. Zaréwno
ilos¢ jak i profil lipidéow w oocycie/zarodku w znacznej
mierze zaleza od srodowiska rozwoju. Dlatego niezmiernie
istotnym elementem w warunkach in vitro jest optymaliza-
¢ja skfadu pozywek hodowlanych natomiast w warunkach
in vivo kompozycja diety samicy.
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ABSTRACT

Developmental potential of oocytes and embryos is one of the key factors determining success in reproduction. In vitro produced embryos
display reduced quality thus development of non-invasive approaches for quality assessment is a priority. Lipid metabolism belongs to
fundamental mechanisms affecting reproductive processes and shaping the quality of gametes and embryos. The cytoplasm of oocytes and
embryos contains specialized organelles for lipid storage (lipid droplets) whose number and size is species dependent. The growth and
maturation of the oocyte/embryo is accompanied by a great fluctuation in lipid quality and quantity which in turn affects their quality and
freezing suitability. There is a possibility to modify lipid parameters both in vivo and in vitro by supplementing fat to diet and culture media.
The manuscript presents the current state of knowledge on lipid engagement in the process of quality acquirement by oocytes and embryos

of two livestock species - cattle and pig.
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