STRESZCZENIE

G amety sa skrajnie zréznicowanymi komoérkami, ktére uczestniczac w zaptodnieniu daja
poczatek nowemu organizmowi. Rola w pelni funkcjonalnej gamety, oprécz umozli-
wienia zaplodnienia, jest takze zapewnienie pelnego niezakl6conego rozwoju osobnika. Ce-
lem niniejszego artykulu jest przyblizenie funkcjonujacych podczas oogenezy ssakow me-
chanizméw, ktore zapewniaja wlasciwy przebieg proceséw rozwojowych po zaptodnieniu
oraz jakos¢ przekazanego potomstwu materiatu dziedzicznego.

WPROWADZENIE

We wczesnym zarodku ssakow (u myszy w siédmym dniu rozwoju) mozna
wyréznié grupe komorek ulokowanych u nasady omoczni. Sa to pierwotne ko-
morki plciowe (zwane tez komérkami prapiciowymi), linia komérkowa, ktéra
w wyniku proliferacji i réznicowania rozwija sie w komorki piciowe - gamety.
Zaréwno gamety Zeriskie - oocyty, jak i gamety meskie - plemniki sa kraficowo
wyspecjalizowane, posiadajac specyficzng morfologie, w tym szereg unikato-
wych struktur zapewniajacych prawidlowy przebieg zaplodnienia. Jednakze,
myslac o funkcjonalnej gamecie, nie nalezy zaweza¢ problemu jedynie do kwe-
stii mechaniki zaptodnienia. Obecnie wiadomo, ze problem ograniczonych kom-
petencji gamety do uczestniczenia w zaptodnieniu mozna w wielu przypadkach
rozwigza¢ poprzez zastosowanie procedur wspomaganego rozrodu. W tym
przypadku wydaje sig, ze gléwnym problemem klinik wspomaganego rozrodu
nie jest samo uzyskanie prawidlowo wygladajacych zygot, lecz uzyskanie satys-
fakcjonujacej wydajnosci ich rozwoju. Samo zaptodnienie bowiem nie jest jesz-
cze rbwnoznaczne z prawidlowym rozwojem zarodka. Dlatego o jakosci gamet
na réwni decyduje zaréwno ich zdolnosé do prawidlowego uczestniczenia w
zaplodnieniu, jak i ich zdolnoé¢ do przeprowadzenia juz uzyskanej zygoty przez
pelen, niezaki6cony proces rozwojowy. Innymi stowy, funkcjonalna gameta to
taka, ktora zapewnia i zaptodnienie, i prawidlowy rozwdéj. Celem niniejszego
artykulu bedzie rozwazenie jakosci gamety zerniskiej w kontekscie tych mecha-
nizméw zachodzacych podczas oogenezy, ktére zapewniaja, ze zaplodniony
oocyt uzyskat petne kompetencje rozwojowe.

INFORMACJA MATCZYNA

Oocyty sa komoérkami o duzych rozmiarach uzyskiwanych podczas tak zwa-
nej fazy wzrostu. Na tym etapie oogenezy oocyty znajduja sie juz w jajniku
zablokowane w profazie pierwszego cyklu mejotycznego (diploten profazy I).
Faza wzrostu jest rozciagnieta w czasie (u myszy trwa okolo 17-18 dni) i charak-
teryzuje sie wysoka aktywnoscia metaboliczna nakierowana na produkowanie
biatek, czasteczek RNA (transkryptow) oraz lipidéw [1,2]. Szacuje sie, ze tem-
po syntezy biatek wzrasta podczas fazy wzrostu czterdziestokrotnie [3] (przy
czym oprocz bialek gromadzonych w cytoplazmie oocytu znaczacy udzial ma
tu takze produkcja biatek wchodzacych w skiad tak zwanej ostonki przejrzystej
- struktury otaczajacej oocyt o wielorakiej funkcji - od regulowania przestrzen-
nej organizacji pecherzyka jajnikowego, poprzez mechanizm zaplodnienia i
na regulacji procesu implantacji skoficzywszy [3]. Oslonka przejrzysta nie jest
jednak tematem tego artykutu a blizsze informacje na jej temat zainteresowany
czytelnik moze znalez¢ w artykulach przegladowych [3,4]). Calos¢ metabolitow
zgromadzonych w cytoplazmie oocytu podczas fazy wzrostu okreslamy jako
informacje matczyna i jest to kluczowa pula sktadnikéw, ktéra pokieruje roz-
wojem zarodka bezposrednio po zaplodnieniu. Jakos¢ tej informacji jest zatem
sktadowgq jakosci oocytu [5].

Znaczenie informacji matczynej jest bezposrednio zwigzane z pierwsza fazg
rozwoju, ktéry odbywa sie przy wylaczonej transkrypcji [6]. Bezposrednio po
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Tabela 1. Stadia rozwojowe, w ktérych dochodzi do gtéwnej fali aktywacji genéw zarodka u réznych gatunkéw kregowcow (zaadoptowane z 104.).

Czlowiek

Mysz (Mus musculus)

Zaba (Xenopus levis)

Danio pregowane (Danio rerio)

Po dwéch podziatach zarodka; 4-komoérkowy zarodek
Po pierwszym podziale zarodka; 2-komérkowy zarodek
Po 12 podziatach zarodka; stadium blastuli

Po 10 podziatach zarodka; stadium blastuli

zaplodnieniu transkrypcja, z wyjatkiem nielicznej frakcji
genéw, jest zablokowana i do czasu jej aktywacji rozwdj
odbywa sie w oparciu o skiadniki zgromadzone w oocycie
wilasnie jako informacja matczyna [6]. U ssakéw glowna
fala aktywacji genéw zarodka zachodzi stosunkowo wcze-
$nie - u myszy w stadium 2 komérek, u ludzi w stadium 4-8
komoérek, a wiec stosunkowo wczeénie w poréwnaniu np.
do ptazéw, czy owadoéw (Tabela 1). Wydaje sig, Ze jest to
jeden z powodéw, dla ktérych rozmiary ssaczych oocytow
s3 wyraznie mniejsze niz rozmiary oocytéw wielu innych
taksonéw, ktére ze wzgledu na dluzszy czas rozwoju za-
chodzacy przy zablokowanej transkrypcji wymagaja zgro-
madzenia znacznie wiekszej iloéci informacji matczyne;j.

Znaczenie wielkosci komorki jajowej u ssakéw (a wiec
ilosci zgromadzonej informacji matczynej) potwierdza tak-
ze jej specyficzny, asymetryczny podziat [7]. Zaréwno pod-
czas pierwszego, jak i podczas drugiego podziatu mejotycz-
nego wynikiem cytokinezy jest oocyt oraz ciatko kierunko-
we. Asymetryczna cytokineze umozliwia specyficzny me-
chanizm kontroli potozenia wrzeciona komérkowego, ktore
podczas pierwszego cyklu mejotycznego wedruje z pozycji
centralnej pod powierzchnie oocytu [8]. Niewielkie rozmia-
ry cialek kierunkowych zapewniajg, Ze informacja matczy-
na gromadzona przy olbrzymich naktadach energii podczas
fazy wzrostu nie zostanie czterokrotnie zredukowana, co
mialoby miejsce gdyby cytokineza obydwu podziatéw me-
jotycznych zachodzita symetrycznie. Ciatka kierunkowe na-
lezy wiec rozpatrywac jako minimalny pakunek, w ktérym
oocyt moze usungé¢ nadmiar materialu genetycznego, tak
aby finalnie jego ilo$¢ wynosita In1C.

MECHANIZMY ZAPOBIEGAJACE ANEUPLOIDII

Redukgja iloéci materiatu genetycznego do 1n1C pod-
czas oogenezy wymaga precyzyjnego rozdzialu chromo-
soméw tak aby w nastepstwie podzialéw mejotycznych
kazdy chromosom reprezentowany byt tylko przez jedna
chromatyde. Kazda innej sytuacja, a wiec obecnosé wiekszej
liczby chromatyd dowolnego chromosomu lub brak chro-
matydy dowolnego chromosomu skutkuje po zaptodnieniu
przez plemnik aneuploidig zarodka - zwykle trisomia lub
monosomia tego chromosomu, ktérego segregacja podczas
mejozy byla zaburzona. W przeciwienstwie do aneuplo-
idii komérek somatycznych, ktéra najczesciej inicjuje me-
chanizmy eliminujace taka komérke w procesie apoptozy,
aneuploidia w komérkach zarodka skutkuje najczesciej jego
poronieniem [9,10] i tylko w nielicznych przypadkach uro-
dzeniem potomka o nieprawidlowej liczbie chromosomoéw
obarczonego okreslonymi anomaliami fenotypowymi. Jest
powszechnie wiadome, ze u ssakéw ryzyko nieprawidto-
wego rozdzialu chromosoméw podczas mejozy oocytow
wzrasta znaczaco wraz z wiekiem samicy.
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Szereg czynnikéw odpowiada za prawidlowy rozdziat
materialu genetycznego podczas mejozy. Jednym z nich
jest utrzymanie kohezji pomiedzy chromosomami homo-
logicznymi (podczas pierwszego cyklu mejotycznego) oraz
chromatydami siostrzanymi (podczas drugiego cyklu mejo-
tycznego) do momentu kiedy aparat podzialowy jest skonfi-
gurowany w spos6b zapewniajacy ich rozdziat do komérek
potomnych. Oocyty ssakéw rozpoczynaja mejoze jeszcze
w okresie plodowym i w tej tez fazie rozwoju dochodzi do
ustanowienia kohezji pomiedzy chromatydami i chromoso-
mami homologicznymi [11]. Badania na myszach pokazaly,
ze z uplywem czasu kohezyny podlegaja zuzyciu, co pro-
wadzi do przedwczesnego rozlaczania sie chromosoméw
homologicznych i chromatyd przez co niemozliwe staje sie
uzyskanie odpowiedniej konfiguracji we wrzecionie po-
dzialowym, co generuje bledy segregacji [12-14]. Drugim
znaczacym czynnikiem potegujacym ryzyko bledéw segre-
gacji chromosoméw podczas mejozy ssaczych oocytéw sg
anomalie w budowie wrzeciona podzialowego, ktére szcze-
golnie czesto wystepuja u starszych samic [15].

Szczegbélng cecha rozdzialu materialu dziedzicznego
podczas pierwszego podzialu mejotycznego jest segrego-
wanie do komoérek potomnych calych chromosoméw ho-
mologicznych. Aby zapobiec rozdzieleniu sie¢ w tej fazie
mejozy pojedynczych chromatyd (co w wiekszosci przy-
padkéw skutkuje aneuploidia gamet) konieczne jest uzy-
skanie szczegdlnej orientacji biwalentéw oraz ich prawidto-
we podpiecie do mikrotubul wrzeciona. Krytycznym pro-
cesem jest tutaj zlaczenie sie kinetochoréw obu chromatyd
chromosomu homologicznego, ktére w ten sposéb tworza
pojedyncza jednostke funkcjonalna, do ktérej przylaczaja
sie¢ mikrotubule biegnace od biegunéw wrzeciona [16]. Ko-
lejnym warunkiem prawidlowej segregacji jest uzyskanie
polaczenia przez kazdy z chromosoméw homologicznych
biwalentu do przeciwleglego bieguna, co zapewni, ze po
degradacji kohezyn chromosomy homologiczne zostang od
siebie odciagniete przez zwigzane z mikrotubulami biatka
motoryczne [17]. Kazda anomalia w polaczeniu kinetocho-
réw biwalentu z mikrotubulami wrzeciona odbiegajaca od
schematu zaprezentowanego powyzej niesie ogromne ryzy-
ko nieprawidlowej segregacji chromosomow.

W przypadku oocytéw zlozonos¢ proceséw, ktére po-
zwola spelni¢ powyzsze wymogi, skutkuje znacznym wy-
dtuzeniem fazy M pierwszego cyklu mejotycznego, ktéra w
oocytach myszy trwa 6-10 godzin [18], a u wiekszosci ssa-
kow nawet jeszcze dtuzej. W istocie, badania z wykorzysta-
niem obrazowania dynamiki ruchéw chromosoméw pod-
czas formowania wrzeciona podzialowego w pierwszej pro-
fazie mejotycznej oocytéw myszy wykazaly, ze uzyskanie
wlasciwej konfiguracji chromosoméw jest rozciagnietym
w czasie procesem zachodzacym na zasadzie , préb i ble-
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déw”, podczas ktérego potaczenie miedzy poszczegdlnymi
biwalentami a mikrotubulami wrzeciona jest wielokrotnie
nawigzywane, a nastepnie korygowane, zanim uzyskana
zostanie prawidiowa konfiguracja [17].

Z powyzszych rozwazan wynika, ze aby zapobiec aneu-
ploidii, inicjacja anafazy nie powinna mie¢ miejsca przed
wlasciwym podiaczeniem chromosoméw do mikrotubul
wrzeciona. Rzeczywiscie, taka synchronizacja istnieje, a
istota jej funkcjonowania jest wysylanie do cytoplazmy
przez niepodtaczone (lub nieprawidtowo podiaczone) kine-
tochory sygnatu blokujacego rozpoczecie anafazy. Na po-
ziomie molekularnym zapewnia to wspoétdziatanie dwéch
elementéw: kompleksu promujacego anafaze APC (APC,
ang. Anaphase Promoting Complex) i punktu kontrolnego
wrzeciona SAC (SAC, ang. Spindle Assembly Checkpoint).
APC jest kompleksem biatkowym, ktérego zadaniem jest
inicjacja degradacji kohezyn - biatek zapewniajacych za-
réwno przyleganie do siebie siostrzanych chromatyd, jak i
(w przypadku pierwszego podzialu mejotycznego) utrzy-
manie polaczert miedzy chromosomami homologicznymi
w biwalentach [19]. Kluczowym elementem Iaczacym ak-
tywacje APC z uzyskaniem prawidlowych potaczen mie-
dzy kinetochorami a mikrotubulami jest SAC [19]. Biatka
z rodziny Mad i Bub nalezace do Sciezki SAC wchodza w
interakgje z kinetochorami, ale tylko tymi, ktdre jeszcze nie
uzyskaly polaczenia z mikrotubulami. W wyniku tych in-
terakgji dochodzi do zmian konformacji Bub i Mad, dzieki
ktérym wiaza sie z APC blokujac jego aktywnosé. Uzyski-
wanie prawidlowych podlaczenr przez kolejne kinetochory
podczas prometafazy powoduje spadek liczby wolnych
kinetochoréw. Tym samym dochodzi do spadku poziomu
bialek Mad i Bub o konformacji umozliwiajacej wigzanie
APC co skutkuje jego aktywacja, a w konsekwencji degra-
dacja kohezyn i rozpoczeciem anafazy [17,20].

Podczas gdy w mitozie wspdéldzialanie wszystkich tych
elementéw znaczaco obniza ryzyko nieprawidlowej se-
gregacji, w przypadku dwoch kolejnych podzialéw mejo-
tycznych konieczne jest jeszcze odpowiednie stopniowanie
degradacji kohezyn. Podczas pierwszej anafazy mejotycz-
nej degradacji powinny ulega¢ jedynie te kohezyny, ktére
utrzymuja polaczenie chromosoméw homologicznych,
gdyz rozlaczenie chromatyd w tej fazie mejozy skutkowa-
toby aneuploidia. Role straznika wypelnia specyficznie dla
pierwszego podzialu mejotycznego biatko shugoshin (w
jezyku japornskim straznik) chronigce przed degradacja w
tej fazie mejozy te kohezyny, ktére zapewniaja przyleganie
chromatyd siostrzanych [21].

W tej zlozonej ukladance do roli elementu kontrolnego
obnizajacego ryzyko aneuploidii urasta SAC, gdyz to on
,decyduje” kiedy system jest gotowy do prawidlowej se-
gregacji chromosomoéw aktywujac w stosownym momencie
APC. Co ciekawe, ze wzgledu na to, Ze u ssakéw bledna
segregacji chromosoméw zachodzi z czestoscig kilkukrot-
nie wyzsza w mejozie zenskiej niz w meskiej [22], funk-
cjonowanie SAC w oocytach byto przez pewien czas kwe-
stionowane zanim ostatecznie udowodniono, ze kontroluje
on segregacje chromosoméw w oocytach ssakéw zaréwno
podczas pierwszego, jak i drugiego podzialu mejotycznego
[23,24].
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Efektywnos¢ dziatania SAC u ssakéw wydaje sie jed-
nak wyraZnie obniZzona w oocytach w poréwnaniu z inny-
mi rodzajami komoérek. Jednym z powodéw moga by¢ ich
bardzo duze rozmiary. W przypadku komérek tak duzych
jak oocyty, elementy Sciezek sygnalowych kontrolujacych
rozmaite procesy wystepuja w wiekszym ,rozcieficzeniu”
ze wzgledu na duza objetosé cytoplazmy. Z tego powodu
moga dziala¢ mniej efektywnie niz w komorkach o mniej-
szych rozmiarach. Eksperymentalne zredukowanie objeto-
Sci oocytu myszy rzeczywiscie skutkowato zar6wno mniej-
sza czestoscia defektéw formowania wrzeciona podziato-
wego, jak i podniesieniem efektywnosci SAC [25]. Kolejna
przyczyna obnizenia wydajnosci dziatania SAC w oocytach
moze by¢ spadek ekspresji bialek tej Sciezki zaobserwowa-
ny u starszych samic [26,27], co mogloby prowadzi¢ do po-
stepujacego wraz z wiekiem obnizenia efektywnosci SAC
w oocytach.

Podsumowujac, oocyty ssakéw posiadaja zatem mecha-
nizmy zabezpieczajace prawidlowa segregacje materiatu
dziedzicznego razem ze wspoéldziatajacym z nimi syste-
mem kontroli jakosci aparatu podziatowego (SAC). Jedno-
cze$nie specyfika tych komérek (np. duze rozmiary, dtugi
okres uptywajacy do wejécia w faze podziatlowa) powodu-
je, ze sa narazone na stosunkowo wysokie ryzyko btedow
segregacji, przy czym istotnym elementem tego ryzyka jest
zaawansowany wiek samic.

MECHANIZMY ODPOWIEDZIALNE
ZA INTEGRALNOSC MATERIALU
GENETYCZNEGO OOCYTOW

Obecnie wyréznia sie caly szereg typow uszkodzeri
DNA, od peknie¢ nici DNA, poprzez modyfikacje zasad
azotowych, az do zaburzen przestrzennej struktury helisy
DNA. Sposéréd nich szczegdlnie niebezpieczng kategorie
stanowia dwuniciowe pekniecia DNA (DSBs, ang. Double
Strand Breaks) ze wzgledu na dewastujace szkody jakie po-
woduja [28]. Przyczyny powstawania DSBs sg wielorakie,
a poérod nich na szczegélne wyrdznienie zastuguje stres
oksydacyjny i zwigzany z nim podwyzszony poziom reak-
tywnych form tlenu (RFT). Podniesiony ponad fizjologiczna
norme poziom RFT w komérkach jest wyznacznikiem na-
szych czaséw i wynika z najprzerézniejszych czynnikow,
gléwnie spotecznych i srodowiskowych, poczawszy od
stresu psychicznego [29], poprzez zanieczyszczenie srodo-
wiska [30], na nadmiernym stosowaniu substancji psycho-
tropowych skoriczywszy [31].

RFT w przewazajacej mierze powoduja powstawanie
uszkodzeni zasad azotowych lub powstawanie pojedyn-
czych peknie¢ DNA (SSBs, ang. Single Strand Breaks). SSBs
same w sobie nie stanowig jeszcze duzego zagrozenia dla
integralnosci genomu, ale w wyniku replikacji nici niosacej
SSB, badz tez pojawienia sie duzej liczby SSBs w bezposred-
nim sasiedztwie, moze dojs¢ do ich konwersji do bardziej
niebezpiecznej formy pekniecia obejmujacej obie nici w po-
dwdjnej helisie, czyli DSB [32]. Poniewaz oocyty ssakéw sg
zatrzymane w jajniku w profazie pierwszego podziatu me-
jotycznego (trwajaca u ludzi nawet ponad 40 lat), moga w
tym czasie gromadzi¢ potencjalnie duza liczbe uszkodzeri
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DNA. Brak odpowiednich systeméw naprawczych dopro-
wadzilby wiec, w bardzo krétkim czasie, do calkowitej frag-
mentacji genomu oocytu. Nalezy takze zwréci¢ uwage na
coraz powszechniej stosowane procedury wspomaganego
rozrodu, w ktérych oocyty, ze wzgledu na bezposrednie
wystawienie na dzialanie $rodowiska zewnetrznego, sa
szczegodlnie narazone na stres oksydacyjny [31].

W przypadku pojawienia si¢ DSBs i innych uszkodzen
DNA dochodzi do uruchomieniem szeregu mechanizméw
ochrony integralnosci genomu, koordynowanych w ramach
kompleksowej odpowiedzi komorki na powstate uszkodze-
nia, okre$lanej jako DDR (DDR, ang. DNA Damage Respon-
se). Do gtéwnych proceséw koordynowanych przez DDR
nalezg: uruchomienie napraw DNA, aktywacja punktéw
kontrolnych blokujacych cykl komérkowy oraz elimino-
wanie komoérek z nienaprawionymi uszkodzeniami droga

apoptozy.

DSBs naprawiane sg poprzez dwa alternatywne mecha-
nizmy: homologiczng rekombinacje (HR, ang. Homologous
Recombination) lub niehomologiczne Iaczenie wolnych kon-
cow (NHE], ang. Non-Homologous End Joining) [33]. Anga-
zuja one szereg biatek naprawczych, z ktérych wiele klu-
czowych, jak BRCA1, Rad51, MERE11 lub ATM ulega obni-
zonej ekspresji w oocytach starszych samic, co moze skut-
kowa¢ obnizeniem zdolnosci naprawczych oocytu. Istotnie,
nowe dane wskazuja na spadek efektywnosci napraw DNA
wraz z wiekiem samic ssakow oraz zwigzang z tym aku-
mulacjg nienaprawionych defektéw w genomie oocytéw,
co prowadzi do utraty rezerwy jajnikowej i przedwczesnej
menopauzy albo do punktowych mutacji i aneuploidii w
genomie potomstwa takich matek [34,35]. Jednoczesnie na-
stepuje wzrost tolerancji na uszkodzenia i obnizenie zdol-
nosci oocytéw do apoptozy w odpowiedzi na zgromadzone
uszkodzenia [34,35].

Regulacja cyklu komoérkowego podczas mejozy oocytow
rézni sie znacznie od regulacji w komoérkach mitotycznych
[20,36]. Jednak, pomimo tych réznic, punkty kontrolne cy-
klu komoérkowego, ktére blokuja proliferacje w komorkach
zagrozonych utrata funkgji i integralnosci genomowej, réw-
niez w oocytach wystepuja. Pierwszy punkt kontrolny kon-
troluje wznowienie mejozy, ktéra zablokowana zostala w
profazie pierwszej jeszcze w jajniku ptodowym [37]. Mimo
ze ten punkt kontrolny dziata juz w oocytach profazowych
(a nie pomiedzy faza G2 i M), to uznaje sie, iz jest on od-
powiednikiem punktu kontrolnego regulujacego wyijscie
komoérek z fazy G2 cyklu komérkowego do fazy M (punkt
G2/M) w komoérkach mitotycznych [38]. W odniesieniu do
uszkodzent genomu punkt G2/M jest gtéwnym mechani-
zmem zabezpieczajacym przed wejsciem w faze podziato-
wa komorek z uszkodzonym DNA [39].

Mimo podobnej funkcji do swojego mitotycznego odpo-
wiednika, profazowy punkt kontrolny G2/M w oocytach
wykazuje nieznaczne réznice w mechanizmie dziatania. W
mitozie, przejscie G2/M jest kontrolowane przez dwa szlaki
fosforylacji, w ktorych kinazy ATR (ATR, ang. Ataxia Telan-
giectasia and Rad3-related protein) i ATM (ATM, ang. Ataxia
Telangiectasia Mutated) w odpowiedzi na szerokie spektrum
defektéw DNA fosforyluja, odpowiednio, kinazy Chkl i
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Chk2 [37,40]. Te, z kolei, przekazujg sygnal o wystepowa-
niu defektéw genomu poprzez fosforylacje bialek z rodziny
fosfataz Cdc25 - gléwnie fosfatazy Cdc25C. Prowadzi to do
zahamowania aktywnosci fosfatazy Cdc25C, ktéra nie jest
teraz w stanie zdefosforylowac¢ kluczowego dla wejscia w
faze M kompleksu Cdkl/cyklina B, co powstrzymuje po-
step cyklu komoérkowego [41]. W profazowym punkcie
G2/M oocytu, w odpowiedzi na uszkodzenia DNA, docho-
dzi do fosforylacji tylko Cdc25B [42], za$ sama aktywacja
punktu odbywa sie przez ATM/Chk1, a nie ATM/Chk2,
jak to sie dzieje w mitozie [38,43]. Chociaz rola kinazy Chk2
w sygnalizacji uszkodzefi DNA w oocycie réwniez zosta-
ta wykazana [38,43] to dokladny mechanizm jej aktywacji
pozostaje nieznany. W poréwnaniu do komoérek mitotycz-
nych kolejng r6znicag w funkcjonowaniu punktu kontrolne-
go G2/M w oocytach jest brak zaangazowania kinazy ATR
[44,45].

Co ciekawe, wyniki uzyskane na oocytach z nokautem
genu p53-/- sugeruja, ze kodowane przez niego biatko,
zwane straznikiem genomu, nie jest istotnym elementem
odpowiedzi na uszkodzenia DNA w zenskiej linii plciowej
[46]. Role te pelnig inne biatka rodziny p53 kierujace ko-
morki z nadmierng iloscig uszkodzen na droge apoptozy,
wérdd ktérych najwazniejszym straznikiem genomu oocy-
tu wydaje sie by¢ p63 (TAp63, ang. Trans-Activating, p63)
[46-48]. Wykazano, ze TAp63 jest niezbednym czynnikiem
transkrypcyjnym aktywujacym ekspresje biatek proapop-
totycznych w oocytach [48]. Ekspresja TAp63 ulega jed-
nak dramatycznemu spadkowi, gdy oocyt wchodzi w faze
wzrostu, dlatego mechanizm apoptozy w péznym etapie
rozwoju oocytu przestaje zaleze¢ od TAp63 i pozostaje na
razie nieznany [47,49].

Wejscie w faze M pociaga za soba rozpoczecie konden-
sacji chromosomoéw i tworzenie wrzeciona podzialowego.
Jest to jednoczesnie faza, w ktorej funkcjonuje kolejny punkt
kontrolny cyklu komérkowego - znany nam juz SAC. Ka-
nonicznie, jak juz opisano powyzej, roli SAC przypisywa-
no nadzér nad wilasciwym formowaniem sie wrzeciona
podzialowego poprzez monitorowanie interakcji miedzy
mikrotubulami a kinetochorami. Badania ostatnich lat wy-
kazaly, jednakze, ze kluczowe biatka skladowe tego punk-
tu kontrolnego, Mad i Bub, sa zaangazowane w blokowa-
nie oocytu w metafazie I takze w obecnosci peknie¢ DNA
[50,51]. W tym przypadku aktywacja SAC nie wydaje sie
wystepowaé¢ w miejscach uszkodzenia DNA, lecz bezpo-
$rednio na kinetochorze, a wiec czesto w duzej odleglosci
od powstalego uszkodzenia [50,52]. Biorac pod uwage,
ze komorki somatyczne nie posiadaja mechanizméw wy-
krywania defektéow DNA w fazie M cyklu komérkowego
[53-56], zdolnosé SAC do wykrywania uszkodzen DNA w
oocytach zaskakuje. Cho¢ odpowiedzialny za niag mecha-
nizm pozostaje malo poznany, wiadomo, ze nie angazuje
on kinaz ATM i ATR, ktére zwykle s integralnymi elemen-
tami sygnalizacji uszkodzeni genomu [57]. Przedstawione
powyzej dowody na zaskakujacy udzial SAC w sygnalizacji
uszkodzenn DNA w oocytach uzyskano w badaniach na my-
szach. Ostatnie doniesienie wskazujace, ze oocyty ludzkie
nie posiadaja zdolnosci odpowiedzi na uszkodzenia DNA
[58], z pewnoscia nie utatwiaja zrozumienia tego procesu.
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ZNACZENIE MITOCHONDRIOW

Podzialy mejotyczne oocytu, podobnie jak pierwsze po-
dzialy mitotyczne zarodka, w istotny sposob zaleza od sta-
tusu energetycznego dzielacych sie komoérek oraz kondycji
samych mitochondriéw [59]. Nie jest wiec zaskoczeniem, ze
oocyty o wyzszym poziomie ATP charakteryzuja sie wyz-
szymi zdolnoéciami do zaplodnienia i lepszymi kompeten-
cjami rozwojowymi [60,61]. Jadrowy czynnik oddechowy
1 (NRF1, ang. Nuclear Respiratory Factorl), oraz mitochon-
drialny czynnik transkrypcyjny (TFAM, ang. Mitochondrial
Transcription Factor A) reguluja wspdlnie biogeneze mito-
chondriéw [62], ktora jest prowadzona przez specyficzna
dla mtDNA polimeraze Polg (polimeraza-y) [63]. Oocyty
o niskiej ekspresji TFAM i NRF1 posiadaja niskie kom-
petencje rozwojowe [64]. Ekspresja polimerazy Polg oraz
Tfam roénie podczas wzrostu oocytu i w tym samym okre-
sie gwaltownie rosnie liczba mitochondriéw, potencjat ich
blony mitochondrialnej, a takze produkcja ATP [61,65,66].
Wiele badan wskazuje, ze wigksza liczba mitochondriéw
oznacza lepsze kompetencje rozwojowe, a oocyty, ktére
ulegaja zaplodnieniu, posiadaja znacznie wieksza liczbe
mitochondriéw, niz oocyty niezaptodnione [60,67]. W oocy-
tach, ktére ukonczyly faze wzrostu, liczba kopii mt DNA
nierzadko przekracza 200 000 u myszy, czy nawet 700 000 u
ludzi. [68,69]. Wydaje sie, ze od tego momentu liczba kopii
mtDNA w oocycie nie roénie [70]. Tak wiec uwaza sie, ze za-
koriczeniu fazy wzrostu oocytu towarzyszy zatrzymanie re-
plikacji mtDNA, a ponowna replikacja zostaje uruchomiona
dopiero po implantacji, kiedy zarodek zaczyna rosna¢ [69].

Oprocz ilosci mitochondriéw niezwykle istotne znacze-
nie ma ich jakos¢, gdyz wszelkie zaburzenia stanu mito-
chondriéw w oocycie moga nie tylko powaznie ograniczad
plodnosé, lecz takze skutkowac chorobami metabolicznymi,
neurodegeneracyjnymi, i nowotworzeniem w rozwoju po-
stnatalnym [59]. Wiadomo, ze wiekszo$¢ mutacji gromadzi
sie¢ w komoérkach wprost proporcjonalnie do wieku [71].
Stwierdzono, ze wraz z wiekiem kobiet ro$nie poziom stre-
su oksydacyjnego w oocytach, co powoduje wzrost liczby
uszkodzeni oraz mutacji w mitochondrialnym DNA [72,73],
ktére sa przyczyna wielu ludzkich choréb. Z reguty cho-
roby mitochondrialne obejmuja zaburzenia neurologiczne,
miopatie, cukrzyce i wiele endokrynopatii [74] i szacuje sie,
Ze jedna osoba na 5 000 [75] dotknieta jest jedna z 270 mu-
tacji skutkujacych choroba mitochondrialng [76]. Choroby
o takim podtozu zwykle sa wielonarzadowe, a ich leczenie
opiera sig, niestety, gtéwnie na tagodzeniu objawéw [77].
Poniewaz caly genom mitochondrialny jest przekazywany
potomstwu przez oocyt, z tej perspektywy staje sie jasnym,
jak istotne znaczenie ma przekazanie go w mozliwie niena-
ruszonym stanie.

Badania mysich oocytéw przyniosty odkrycie niezwykle
interesujacego mechanizmu, ktéry poprzez zaangazowanie
biatek motorycznych, kinezyn i dynein, ogranicza iloé¢ mi-
tochondriéw trafiajacych do ciatka kierunkowego podczas
pierwszego podziatlu mejotycznego [78]. Pozwala to zacho-
waé wysoka liczbe mitochondriéw w oocycie, co jak juz
opisano powyzej, wydaje sie by¢ dobrym prognostykiem ja-
kosci oocytu. W tym kontekscie zaskakujacym jest fakt, iz u
myszy krytyczny prég, niezbedny dla wlasciwego rozwoju
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Rycina 1. Zgrupowanie mitochondriéw zobrazowane z wykorzystaniem trans-
misyjnego mikroskopu elektronowego A - w mysim oocycie i B - w trofoblascie
mysiej blastocysty. Literg ,m” oznaczono pojedyncze mitochondria. (Zdjecia £.
Gasior).

postimplantacyjnego, zostal okreslony na 40 000-50 000 ko-
pii mtDNA [79]. Oznacza to, ze liczba kopii mtDNA zawar-
ta w typowym oocycie kilkukrotnie przekracza progowe
wartosci konieczne dla rozwoju! Nasuwa sie zatem pytanie:
dlaczego w oocycie funkcjonuje tak wiele mitochondriow?
Morfologia mitochondriéw w oocytach rézni sie znaczaco
od tej obserwowanej w komérkach somatycznych - w po-
réwnaniu z nimi zachowuja one swéj pierwotny i niezréz-
nicowany charakter, co przejawia sie¢ w kulistym ksztal-
cie, niewielkiej liczbie grzebieni mitochondrialnych, duzej
gestosci matrix mitochondrialnej i mniejszej konsumpcji
tlenu [80,81] (Ryc. 1A). Mitochondria oocytéw pozostaja
transkrypcyjnie i bioenergetycznie wyciszone, a stan takie-
go funkcjonowania wydaje sie ewolucyjnie konserwatywny
[82-84]. Mozna sadzi¢, ze tak duza liczba mitochondriéow
umozliwia pokrycie zapotrzebowania oocytu na energie
przy jednoczesnym zachowaniu stosunkowo niskiej aktyw-
nosci kazdego z nich [83]. Obniza to poziom reaktywnych
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form tlenu, ktérych produkcja jest nierozerwalnie zwigzana
z aktywnoscig mitochondrialng [85], redukujac ryzyko po-
wstawania mutacji i tym samym zapewniajgc odziedziczal-
nos¢ nienaruszonej matrycy mitochondrialnego DNA [86].

W czasie rozwoju przedimplantacyjnego dochodzi do
przywrécenia aktywno$ci mitochondriéw i przybrania
bardziej zréznicowanego charakteru typowego dla komoé-
rek somatycznych [87]. Przyklad pokazujacy skale zmian
morfologicznych, jakie dokonuja sie w mitochondriach
przedstawiono na fotografii 1, gdzie zestawiono uzyskany
z mikroskopu elektronowego obraz mysiego oocytu i bla-
stocysty.

EPIGENETYCZNE REPROGRAMOWANIE
CHROMATYNY W TOKU OOGENEZY

Zaplodniona komérka jajowa, zygota, powinna posiadaé
pelen potencjat rozwojowy, czyli zdolnoé¢ do stopniowego,
skoordynowanego w czasie i przestrzeni, r6znicowania sie
w komorki wszystkich tkanek przysztego osobnika, jak i
w tkanki pozazarodkowe, kreowane przejéciowo tylko na
czas rozwoju i niezbedne do jego podtrzymania. Osigganie
potencjatu rozwojowego zachodzi stopniowo w trakcie ga-
metogenezy i obecnie panuje powszechny poglad, Ze jego
istota sa epigenetyczne modyfikacje chromatyny [88]. Skia-
daja sie na nie metylacja DNA, potranslacyjne modyfikacje
histonéw (np. metylacja, acetylacja, fosforylacja), czy tez
zastepowanie kanonicznych form histonéw przez ich nie-
kanoniczne odpowiedniki [89]. Wszystkie te zmiany moga
zachodzi¢ w skali globalnej, czyli generalnie dotyczy¢ calej
chromatyny, oraz w skali lokalnej, czyli ogranicza¢ si¢ na
przykiad do sekwencji konkretnych promotoréw. Tak nato-
zone podczas gametogenezy znaczniki epigenetyczne beda
pozniej, podczas rozwoju, odpowiednio interpretowane
przez mechanizmy odczytujace informacje epigenetyczna
skutkujac aktywacja/wyciszeniem transkrypcji okreslo-
nych genéw odpowiedzialnych za konkretne procesy roz-
wojowe [88].

Ulokowanie prawidlowej informacji epigenetycznej w
chromatynie komoérek linii plciowej wymaga najpierw wy-
mazania informacji epigenetycznej wprowadzonej do zygo-
ty przez gamety. Metylacja DNA usuwana jest w dwéch fa-
lach, zktérych pierwsza zachodzi podczas migracji komérek
prapiciowych do zawiazkéw gamet i odbywa sie gléwnie
na drodze demetylacji pasywnej [90,91], czyli przez zablo-
kowanie procesu odtwarzania metylacji DNA w kolejnych
generacjach dzielacych sie komoérek. Normalnie w kazdym
cyklu komérkowym po replikacji genomu nowopowstala
ni¢ DNA ulega metylacji w taki sposob, ze odtworzony zo-
staje wzorzec metylacji, wystepujacy w nici matrycowej co
zapewnia, ze komorki potomne odziedziczg wzoér metylacji
DNA wystepujacy w komorce matczynej. Wylaczenie tego
mechanizmu podczas pierwszej fali demetylacji powoduje
zatem, ze w aktywnie proliferujacych komérkach linii picio-
wej poziom metylacji znaczaco si¢ obniza.

Druga fala demetylacji zachodzi wraz z zasiedlaniem
przez komorki piciowe gonad ptodowych [90]. W przeci-
wienistwie do pierwszej fali dominujacym mechanizmem
jest tutaj aktywna demetylacja, czyli zastepowanie zmety-

328

lowanych cytozyn przez niezmetylowane. W duzej mierze
obejmuje ona sekwencje, ktére podczas pierwszej fali pod-
legaty ochronie, miedzy innymi geny podlegajace rodziciel-
skiemu pietnowaniu genomowemu [90]. Uwaza sie, ze w
tej fazie rozwoju komoérki linii plciowej uzyskuja najnizszy
poziom metylacji w cyklu zyciowym osobnika [90].

Nowy, niezbedny dla uzyskania pelnego potencjatu roz-
wojowego, wzér metylacji DNA nakladany jest wedlug
wzoru specyficznego dla plci. Wydaje sie, ze w komérkach
linii Zeniskiej (gdyz to one sa przedmiotem tego artykulu)
proces ten rozpoczyna sie wraz z podjeciem przez oocyty
fazy wzrostu [92]. Metylacja DNA zwigksza sie stopniowo
przez caly okres wzrastania oocytu i obejmuje zaréwno
geny podlegajace, jak i niepodlegajace rodzicielskiemu piet-
nowaniu genomowemu [93,94].

Dopelnieniem reprogramowania chromatyny oocytu w
fazie wzrostu sa modyfikacje biatek histonowych, ktére,
podobnie jak metylacja DNA, moga regulowaé ekspresje
genoéw [89,95]. Lista opisanych modyfikacji histonéw za-
chodzacych w tej fazie rozwoju oocytéw jest juz niezwykle
dtuga i obejmuje zaréwno modyfikacje potranslacyjne okre-
slonych aminokwaséw w ogonach histonowych [96,97], jak
i lokalne zastepowanie kanonicznych form histonéw przez
ich niekanoniczne odpowiedniki takie jak np. histon H3.3
[96]. Istnieja dane, ktore wskazuja, iz przynajmniej czes¢ z
tych modyfikacji, jakim lokalnie podlegaja histony, podczas
fazy wzrostu jest konieczna, aby w tych regionach chroma-
tyny moglo dojé¢ do natozenia metylacji DNA [98]. Wydaje
sig, ze jako calos¢, uwzgledniajac zaréwno zmiany metylacji
DNA, jak i modyfikacje histonéw, proces reprogramowania
przebiega z r6zng dynamika w indywidualnych, rosngcych
oocytach. Doswiadczenia, w ktérych analizowano rozwéj
zarodkéw uzyskanych po transplantacji jader rosngcych
oocytéw do wyjadrzonych komoérek jajowych, wskazuja,
ze u myszy chromatyna niektérych oocytéw osiaga peten
potencjal rozwojowy jeszcze przed zakoriczeniem wzrostu

[99].

Kornicowy etap fazy wzrostu charakteryzuje sie stopnio-
wym wyciszeniem transkrypcji, az do jej wygaszenia w
oocytach, ktére osiagnety pelne rozmiary [100]. Jak juz wspo-
mniano w pierwszym rozdziale, wyciszenie transkrypcji w
konicowej fazie gametogenezy i jej ponowne uruchomienie
we wczesnym zarodku jest cechg charakterystyczng rozwo-
ju zwierzat. Takze temu procesowi towarzysza modyfikacje
histonéw oraz gruntowne przemodelowanie konformacji
chromatyny, ktéra przyjmuje bardziej skondensowana po-
sta¢ [101]. Uwaza sie, ze podlozem zaréwno wygaszenia
transkrypcji, jak i zmian konformacyjnych chromatyny sa
zjawiska epigenetyczne [101]. Za epigenetycznym charakte-
rem wyciszenia transkrypcji w oocytach ssakéw przemawia
miedzy innymi to, Ze ponowne odblokowanie transkrypcji
podczas aktywacji genomu zarodkowego zachodzi wraz
z glebokimi potranslacyjnymi modyfikacjami histonéw
[102,103].
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SUMMARY

Gametes are extremely differentiated cells participating in the fertilization to give the beginning of a new life. Except enabling fertilization,
however, the fully functional gamete, should also guarantee full and undisturbed development of the whole individual. The aim of this article
is to approximate the mechanisms which occur during mammalian oogenesis which are crucial for ensuring the proper course of development
as well as the quality of the genetic material transmitted to the progeny.
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