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				Komórkowe mechanizmy zapewniające jakość żeńskich komórek rozrodczych ssaków

			

		

		
			
				Streszczenie

				Gamety są skrajnie zróżnicowanymi komórkami, które uczestnicząc w zapłodnieniu dają początek nowemu organizmowi. Rolą w pełni funkcjonalnej gamety, oprócz umożli-wienia zapłodnienia, jest także zapewnienie pełnego niezakłóconego rozwoju osobnika. Ce-lem niniejszego artykułu jest przybliżenie funkcjonujących podczas oogenezy ssaków me-chanizmów, które zapewniają właściwy przebieg procesów rozwojowych po zapłodnieniu oraz jakość przekazanego potomstwu materiału dziedzicznego.

				Wprowadzenie

				We wczesnym zarodku ssaków (u myszy w siódmym dniu rozwoju) można wyróżnić grupę komórek ulokowanych u nasady omoczni. Są to pierwotne ko-mórki płciowe (zwane też komórkami prapłciowymi), linia komórkowa, która w wyniku proliferacji i różnicowania rozwija się w komórki płciowe – gamety. Zarówno gamety żeńskie – oocyty, jak i gamety męskie – plemniki są krańcowo wyspecjalizowane, posiadając specyficzną morfologię, w tym szereg unikato-wych struktur zapewniających prawidłowy przebieg zapłodnienia. Jednakże, myśląc o funkcjonalnej gamecie, nie należy zawężać problemu jedynie do kwe-stii mechaniki zapłodnienia. Obecnie wiadomo, że problem ograniczonych kom-petencji gamety do uczestniczenia w zapłodnieniu można w wielu przypadkach rozwiązać poprzez zastosowanie procedur wspomaganego rozrodu. W tym przypadku wydaje się, że głównym problemem klinik wspomaganego rozrodu nie jest samo uzyskanie prawidłowo wyglądających zygot, lecz uzyskanie satys-fakcjonującej wydajności ich rozwoju. Samo zapłodnienie bowiem nie jest jesz-cze równoznaczne z prawidłowym rozwojem zarodka. Dlatego o jakości gamet na równi decyduje zarówno ich zdolność do prawidłowego uczestniczenia w zapłodnieniu, jak i ich zdolność do przeprowadzenia już uzyskanej zygoty przez pełen, niezakłócony proces rozwojowy. Innymi słowy, funkcjonalna gameta to taka, która zapewnia i zapłodnienie, i prawidłowy rozwój. Celem niniejszego artykułu będzie rozważenie jakości gamety żeńskiej w kontekście tych mecha-nizmów zachodzących podczas oogenezy, które zapewniają, że zapłodniony oocyt uzyskał pełne kompetencje rozwojowe.

				Informacja matczyna

				Oocyty są komórkami o dużych rozmiarach uzyskiwanych podczas tak zwa-nej fazy wzrostu. Na tym etapie oogenezy oocyty znajdują się już w jajniku zablokowane w profazie pierwszego cyklu mejotycznego (diploten profazy I). Faza wzrostu jest rozciągnięta w czasie (u myszy trwa około 17–18 dni) i charak-teryzuje się wysoką aktywnością metaboliczną nakierowaną na produkowanie białek, cząsteczek RNA (transkryptów) oraz lipidów [1,2]. Szacuje się, że tem-po syntezy białek wzrasta podczas fazy wzrostu czterdziestokrotnie [3] (przy czym oprócz białek gromadzonych w cytoplazmie oocytu znaczący udział ma tu także produkcja białek wchodzących w skład tak zwanej osłonki przejrzystej – struktury otaczającej oocyt o wielorakiej funkcji – od regulowania przestrzen-nej organizacji pęcherzyka jajnikowego, poprzez mechanizm zapłodnienia i na regulacji procesu implantacji skończywszy [3]. Osłonka przejrzysta nie jest jednak tematem tego artykułu a bliższe informacje na jej temat zainteresowany czytelnik może znaleźć w artykułach przeglądowych [3,4]). Całość metabolitów zgromadzonych w cytoplazmie oocytu podczas fazy wzrostu określamy jako informację matczyną i jest to kluczowa pula składników, która pokieruje roz-wojem zarodka bezpośrednio po zapłodnieniu. Jakość tej informacji jest zatem składową jakości oocytu [5].

				Znaczenie informacji matczynej jest bezpośrednio związane z pierwszą fazą rozwoju, który odbywa się przy wyłączonej transkrypcji [6]. Bezpośrednio po 
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				zapłodnieniu transkrypcja, z wyjątkiem nielicznej frakcji genów, jest zablokowana i do czasu jej aktywacji rozwój odbywa się w oparciu o składniki zgromadzone w oocycie właśnie jako informacja matczyna [6]. U ssaków główna fala aktywacji genów zarodka zachodzi stosunkowo wcze-śnie - u myszy w stadium 2 komórek, u ludzi w stadium 4–8 komórek, a więc stosunkowo wcześnie w porównaniu np. do płazów, czy owadów (Tabela 1). Wydaje się, że jest to jeden z powodów, dla których rozmiary ssaczych oocytów są wyraźnie mniejsze niż rozmiary oocytów wielu innych taksonów, które ze względu na dłuższy czas rozwoju za-chodzący przy zablokowanej transkrypcji wymagają zgro-madzenia znacznie większej ilości informacji matczynej.

				Znaczenie wielkości komórki jajowej u ssaków (a więc ilości zgromadzonej informacji matczynej) potwierdza tak-że jej specyficzny, asymetryczny podział [7]. Zarówno pod-czas pierwszego, jak i podczas drugiego podziału mejotycz-nego wynikiem cytokinezy jest oocyt oraz ciałko kierunko-we. Asymetryczną cytokinezę umożliwia specyficzny me-chanizm kontroli położenia wrzeciona komórkowego, które podczas pierwszego cyklu mejotycznego wędruje z pozycji centralnej pod powierzchnię oocytu [8]. Niewielkie rozmia-ry ciałek kierunkowych zapewniają, że informacja matczy-na gromadzona przy olbrzymich nakładach energii podczas fazy wzrostu nie zostanie czterokrotnie zredukowana, co miałoby miejsce gdyby cytokineza obydwu podziałów me-jotycznych zachodziła symetrycznie. Ciałka kierunkowe na-leży więc rozpatrywać jako minimalny pakunek, w którym oocyt może usunąć nadmiar materiału genetycznego, tak aby finalnie jego ilość wynosiła 1n1C.

				Mechanizmy zapobiegające aneuploidii

				Redukcja ilości materiału genetycznego do 1n1C pod-czas oogenezy wymaga precyzyjnego rozdziału chromo-somów tak aby w następstwie podziałów mejotycznych każdy chromosom reprezentowany był tylko przez jedną chromatydę. Każda innej sytuacja, a więc obecność większej liczby chromatyd dowolnego chromosomu lub brak chro-matydy dowolnego chromosomu skutkuje po zapłodnieniu przez plemnik aneuploidią zarodka – zwykle trisomią lub monosomią tego chromosomu, którego segregacja podczas mejozy była zaburzona. W przeciwieństwie do aneuplo-idii komórek somatycznych, która najczęściej inicjuje me-chanizmy eliminujące taką komórkę w procesie apoptozy, aneuploidia w komórkach zarodka skutkuje najczęściej jego poronieniem [9,10] i tylko w nielicznych przypadkach uro-dzeniem potomka o nieprawidłowej liczbie chromosomów obarczonego określonymi anomaliami fenotypowymi. Jest powszechnie wiadome, że u ssaków ryzyko nieprawidło-wego rozdziału chromosomów podczas mejozy oocytów wzrasta znacząco wraz z wiekiem samicy.

			

		

		
			
				Szereg czynników odpowiada za prawidłowy rozdział materiału genetycznego podczas mejozy. Jednym z nich jest utrzymanie kohezji pomiędzy chromosomami homo-logicznymi (podczas pierwszego cyklu mejotycznego) oraz chromatydami siostrzanymi (podczas drugiego cyklu mejo-tycznego) do momentu kiedy aparat podziałowy jest skonfi-gurowany w sposób zapewniający ich rozdział do komórek potomnych. Oocyty ssaków rozpoczynają mejozę jeszcze w okresie płodowym i w tej też fazie rozwoju dochodzi do ustanowienia kohezji pomiędzy chromatydami i chromoso-mami homologicznymi [11]. Badania na myszach pokazały, że z upływem czasu kohezyny podlegają zużyciu, co pro-wadzi do przedwczesnego rozłączania się chromosomów homologicznych i chromatyd przez co niemożliwe staje się uzyskanie odpowiedniej konfiguracji we wrzecionie po-działowym, co generuje błędy segregacji [12–14]. Drugim znaczącym czynnikiem potęgującym ryzyko błędów segre-gacji chromosomów podczas mejozy ssaczych oocytów są anomalie w budowie wrzeciona podziałowego, które szcze-gólnie często występują u starszych samic [15].

				Szczególną cechą rozdziału materiału dziedzicznego podczas pierwszego podziału mejotycznego jest segrego-wanie do komórek potomnych całych chromosomów ho-mologicznych. Aby zapobiec rozdzieleniu się w tej fazie mejozy pojedynczych chromatyd (co w większości przy-padków skutkuje aneuploidią gamet) konieczne jest uzy-skanie szczególnej orientacji biwalentów oraz ich prawidło-we podpięcie do mikrotubul wrzeciona. Krytycznym pro-cesem jest tutaj złączenie się kinetochorów obu chromatyd chromosomu homologicznego, które w ten sposób tworzą pojedynczą jednostkę funkcjonalną, do której przyłączają się mikrotubule biegnące od biegunów wrzeciona [16]. Ko-lejnym warunkiem prawidłowej segregacji jest uzyskanie połączenia przez każdy z chromosomów homologicznych biwalentu do przeciwległego bieguna, co zapewni, że po degradacji kohezyn chromosomy homologiczne zostaną od siebie odciągnięte przez związane z mikrotubulami białka motoryczne [17]. Każda anomalia w połączeniu kinetocho-rów biwalentu z mikrotubulami wrzeciona odbiegająca od schematu zaprezentowanego powyżej niesie ogromne ryzy-ko nieprawidłowej segregacji chromosomów.

				W przypadku oocytów złożoność procesów, które po-zwolą spełnić powyższe wymogi, skutkuje znacznym wy-dłużeniem fazy M pierwszego cyklu mejotycznego, która w oocytach myszy trwa 6–10 godzin [18], a u większości ssa-ków nawet jeszcze dłużej. W istocie, badania z wykorzysta-niem obrazowania dynamiki ruchów chromosomów pod-czas formowania wrzeciona podziałowego w pierwszej pro-fazie mejotycznej oocytów myszy wykazały, że uzyskanie właściwej konfiguracji chromosomów jest rozciągniętym w czasie procesem zachodzącym na zasadzie „prób i błę-

			

		

		
			
				Tabela 1. Stadia rozwojowe, w których dochodzi do głównej fali aktywacji genów zarodka u różnych gatunków kręgowców (zaadoptowane z 104.).
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					Główna aktywacja genów zarodka
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					Po dwóch podziałach zarodka; 4-komórkowy zarodek

				

				
					Mysz (Mus musculus)

				

				
					Po pierwszym podziale zarodka; 2-komórkowy zarodek

				

				
					Żaba (Xenopus levis)

				

				
					Po 12 podziałach zarodka; stadium blastuli

				

				
					Danio pręgowane (Danio rerio)

				

				
					Po 10 podziałach zarodka; stadium blastuli
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				dów”, podczas którego połączenie między poszczególnymi biwalentami a mikrotubulami wrzeciona jest wielokrotnie nawiązywane, a następnie korygowane, zanim uzyskana zostanie prawidłowa konfiguracja [17].

				Z powyższych rozważań wynika, że aby zapobiec aneu-ploidii, inicjacja anafazy nie powinna mieć miejsca przed właściwym podłączeniem chromosomów do mikrotubul wrzeciona. Rzeczywiście, taka synchronizacja istnieje, a istotą jej funkcjonowania jest wysyłanie do cytoplazmy przez niepodłączone (lub nieprawidłowo podłączone) kine-tochory sygnału blokującego rozpoczęcie anafazy. Na po-ziomie molekularnym zapewnia to współdziałanie dwóch elementów: kompleksu promującego anafazę APC (APC, ang. Anaphase Promoting Complex) i punktu kontrolnego wrzeciona SAC (SAC, ang. Spindle Assembly Checkpoint). APC jest kompleksem białkowym, którego zadaniem jest inicjacja degradacji kohezyn – białek zapewniających za-równo przyleganie do siebie siostrzanych chromatyd, jak i (w przypadku pierwszego podziału mejotycznego) utrzy-manie połączeń między chromosomami homologicznymi w biwalentach [19]. Kluczowym elementem łączącym ak-tywację APC z uzyskaniem prawidłowych połączeń mię-dzy kinetochorami a mikrotubulami jest SAC [19]. Białka z rodziny Mad i Bub należące do ścieżki SAC wchodzą w interakcje z kinetochorami, ale tylko tymi, które jeszcze nie uzyskały połączenia z mikrotubulami. W wyniku tych in-terakcji dochodzi do zmian konformacji Bub i Mad, dzięki którym wiążą się z APC blokując jego aktywność. Uzyski-wanie prawidłowych podłączeń przez kolejne kinetochory podczas prometafazy powoduje spadek liczby wolnych kinetochorów. Tym samym dochodzi do spadku poziomu białek Mad i Bub o konformacji umożliwiającej wiązanie APC co skutkuje jego aktywacją, a w konsekwencji degra-dacją kohezyn i rozpoczęciem anafazy [17,20].

				Podczas gdy w mitozie współdziałanie wszystkich tych elementów znacząco obniża ryzyko nieprawidłowej se-gregacji, w przypadku dwóch kolejnych podziałów mejo-tycznych konieczne jest jeszcze odpowiednie stopniowanie degradacji kohezyn. Podczas pierwszej anafazy mejotycz-nej degradacji powinny ulegać jedynie te kohezyny, które utrzymują połączenie chromosomów homologicznych, gdyż rozłączenie chromatyd w tej fazie mejozy skutkowa-łoby aneuploidią. Rolę strażnika wypełnia specyficznie dla pierwszego podziału mejotycznego białko shugoshin (w języku japońskim strażnik) chroniące przed degradacją w tej fazie mejozy te kohezyny, które zapewniają przyleganie chromatyd siostrzanych [21].

				W tej złożonej układance do roli elementu kontrolnego obniżającego ryzyko aneuploidii urasta SAC, gdyż to on „decyduje” kiedy system jest gotowy do prawidłowej se-gregacji chromosomów aktywując w stosownym momencie APC. Co ciekawe, ze względu na to, że u ssaków błędna segregacji chromosomów zachodzi z częstością kilkukrot-nie wyższą w mejozie żeńskiej niż w męskiej [22], funk-cjonowanie SAC w oocytach było przez pewien czas kwe-stionowane zanim ostatecznie udowodniono, że kontroluje on segregację chromosomów w oocytach ssaków zarówno podczas pierwszego, jak i drugiego podziału mejotycznego [23,24].

			

		

		
			
				Efektywność działania SAC u ssaków wydaje się jed-nak wyraźnie obniżona w oocytach w porównaniu z inny-mi rodzajami komórek. Jednym z powodów mogą być ich bardzo duże rozmiary. W przypadku komórek tak dużych jak oocyty, elementy ścieżek sygnałowych kontrolujących rozmaite procesy występują w większym „rozcieńczeniu” ze względu na dużą objętość cytoplazmy. Z tego powodu mogą działać mniej efektywnie niż w komórkach o mniej-szych rozmiarach. Eksperymentalne zredukowanie objęto-ści oocytu myszy rzeczywiście skutkowało zarówno mniej-szą częstością defektów formowania wrzeciona podziało-wego, jak i podniesieniem efektywności SAC [25]. Kolejną przyczyną obniżenia wydajności działania SAC w oocytach może być spadek ekspresji białek tej ścieżki zaobserwowa-ny u starszych samic [26,27], co mogłoby prowadzić do po-stępującego wraz z wiekiem obniżenia efektywności SAC w oocytach.

				Podsumowując, oocyty ssaków posiadają zatem mecha-nizmy zabezpieczające prawidłową segregację materiału dziedzicznego razem ze współdziałającym z nimi syste-mem kontroli jakości aparatu podziałowego (SAC). Jedno-cześnie specyfika tych komórek (np. duże rozmiary, długi okres upływający do wejścia w fazę podziałową) powodu-je, że są narażone na stosunkowo wysokie ryzyko błędów segregacji, przy czym istotnym elementem tego ryzyka jest zaawansowany wiek samic.

				Mechanizmy odpowiedzialne za integralność materiału genetycznego oocytów

				Obecnie wyróżnia się cały szereg typów uszkodzeń DNA, od pęknięć nici DNA, poprzez modyfikacje zasad azotowych, aż do zaburzeń przestrzennej struktury helisy DNA. Spośród nich szczególnie niebezpieczną kategorię stanowią dwuniciowe pęknięcia DNA (DSBs, ang. Double Strand Breaks) ze względu na dewastujące szkody jakie po-wodują [28]. Przyczyny powstawania DSBs są wielorakie, a pośród nich na szczególne wyróżnienie zasługuje stres oksydacyjny i związany z nim podwyższony poziom reak-tywnych form tlenu (RFT). Podniesiony ponad fizjologiczną normę poziom RFT w komórkach jest wyznacznikiem na-szych czasów i wynika z najprzeróżniejszych czynników, głównie społecznych i środowiskowych, począwszy od stresu psychicznego [29], poprzez zanieczyszczenie środo-wiska [30], na nadmiernym stosowaniu substancji psycho-tropowych skończywszy [31].

				RFT w przeważającej mierze powodują powstawanie uszkodzeń zasad azotowych lub powstawanie pojedyn-czych pęknięć DNA (SSBs, ang. Single Strand Breaks). SSBs same w sobie nie stanowią jeszcze dużego zagrożenia dla integralności genomu, ale w wyniku replikacji nici niosącej SSB, bądź też pojawienia się dużej liczby SSBs w bezpośred-nim sąsiedztwie, może dojść do ich konwersji do bardziej niebezpiecznej formy pęknięcia obejmującej obie nici w po-dwójnej helisie, czyli DSB [32]. Ponieważ oocyty ssaków są zatrzymane w jajniku w profazie pierwszego podziału me-jotycznego (trwającą u ludzi nawet ponad 40 lat), mogą w tym czasie gromadzić potencjalnie dużą liczbę uszkodzeń 
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				DNA. Brak odpowiednich systemów naprawczych dopro-wadziłby więc, w bardzo krótkim czasie, do całkowitej frag-mentacji genomu oocytu. Należy także zwrócić uwagę na coraz powszechniej stosowane procedury wspomaganego rozrodu, w których oocyty, ze względu na bezpośrednie wystawienie na działanie środowiska zewnętrznego, są szczególnie narażone na stres oksydacyjny [31].

				W przypadku pojawienia się DSBs i innych uszkodzeń DNA dochodzi do uruchomieniem szeregu mechanizmów ochrony integralności genomu, koordynowanych w ramach kompleksowej odpowiedzi komórki na powstałe uszkodze-nia, określanej jako DDR (DDR, ang. DNA Damage Respon-se). Do głównych procesów koordynowanych przez DDR należą: uruchomienie napraw DNA, aktywacja punktów kontrolnych blokujących cykl komórkowy oraz elimino-wanie komórek z nienaprawionymi uszkodzeniami drogą apoptozy.

				DSBs naprawiane są poprzez dwa alternatywne mecha-nizmy: homologiczną rekombinację (HR, ang. Homologous Recombination) lub niehomologiczne łączenie wolnych koń-ców (NHEJ, ang. Non-Homologous End Joining) [33]. Anga-żują one szereg białek naprawczych, z których wiele klu-czowych, jak BRCA1, Rad51, MERE11 lub ATM ulega obni-żonej ekspresji w oocytach starszych samic, co może skut-kować obniżeniem zdolności naprawczych oocytu. Istotnie, nowe dane wskazują na spadek efektywności napraw DNA wraz z wiekiem samic ssaków oraz związaną z tym aku-mulacją nienaprawionych defektów w genomie oocytów, co prowadzi do utraty rezerwy jajnikowej i przedwczesnej menopauzy albo do punktowych mutacji i aneuploidii w genomie potomstwa takich matek [34,35]. Jednocześnie na-stępuje wzrost tolerancji na uszkodzenia i obniżenie zdol-ności oocytów do apoptozy w odpowiedzi na zgromadzone uszkodzenia [34,35].

				Regulacja cyklu komórkowego podczas mejozy oocytów różni się znacznie od regulacji w komórkach mitotycznych [20,36]. Jednak, pomimo tych różnic, punkty kontrolne cy-klu komórkowego, które blokują proliferację w komórkach zagrożonych utratą funkcji i integralności genomowej, rów-nież w oocytach występują. Pierwszy punkt kontrolny kon-troluje wznowienie mejozy, która zablokowana została w profazie pierwszej jeszcze w jajniku płodowym [37]. Mimo że ten punkt kontrolny działa już w oocytach profazowych (a nie pomiędzy fazą G2 i M), to uznaje się, iż jest on od-powiednikiem punktu kontrolnego regulującego wyjście komórek z fazy G2 cyklu komórkowego do fazy M (punkt G2/M) w komórkach mitotycznych [38]. W odniesieniu do uszkodzeń genomu punkt G2/M jest głównym mechani-zmem zabezpieczającym przed wejściem w fazę podziało-wą komórek z uszkodzonym DNA [39].

				Mimo podobnej funkcji do swojego mitotycznego odpo-wiednika, profazowy punkt kontrolny G2/M w oocytach wykazuje nieznaczne różnice w mechanizmie działania. W mitozie, przejście G2/M jest kontrolowane przez dwa szlaki fosforylacji, w których kinazy ATR (ATR, ang. Ataxia Telan-giectasia and Rad3-related protein) i ATM (ATM, ang. Ataxia Telangiectasia Mutated) w odpowiedzi na szerokie spektrum defektów DNA fosforylują, odpowiednio, kinazy Chk1 i 

			

		

		
			
				Chk2 [37,40]. Te, z kolei, przekazują sygnał o występowa-niu defektów genomu poprzez fosforylację białek z rodziny fosfataz Cdc25 – głównie fosfatazy Cdc25C. Prowadzi to do zahamowania aktywności fosfatazy Cdc25C, która nie jest teraz w stanie zdefosforylować kluczowego dla wejścia w fazę M kompleksu Cdk1/cyklina B, co powstrzymuje po-stęp cyklu komórkowego [41]. W profazowym punkcie G2/M oocytu, w odpowiedzi na uszkodzenia DNA, docho-dzi do fosforylacji tylko Cdc25B [42], zaś sama aktywacja punktu odbywa się przez ATM/Chk1, a nie ATM/Chk2, jak to się dzieje w mitozie [38,43]. Chociaż rola kinazy Chk2 w sygnalizacji uszkodzeń DNA w oocycie również zosta-ła wykazana [38,43], to dokładny mechanizm jej aktywacji pozostaje nieznany. W porównaniu do komórek mitotycz-nych kolejną różnicą w funkcjonowaniu punktu kontrolne-go G2/M w oocytach jest brak zaangażowania kinazy ATR [44,45].

				Co ciekawe, wyniki uzyskane na oocytach z nokautem genu p53-/- sugerują, że kodowane przez niego białko, zwane strażnikiem genomu, nie jest istotnym elementem odpowiedzi na uszkodzenia DNA w żeńskiej linii płciowej [46]. Rolę tę pełnią inne białka rodziny p53 kierujące ko-mórki z nadmierną ilością uszkodzeń na drogę apoptozy, wśród których najważniejszym strażnikiem genomu oocy-tu wydaje się być p63 (TAp63, ang. Trans-Activating, p63) [46–48]. Wykazano, że TAp63 jest niezbędnym czynnikiem transkrypcyjnym aktywującym ekspresję białek proapop-totycznych w oocytach [48]. Ekspresja TAp63 ulega jed-nak dramatycznemu spadkowi, gdy oocyt wchodzi w fazę wzrostu, dlatego mechanizm apoptozy w późnym etapie rozwoju oocytu przestaje zależeć od TAp63 i pozostaje na razie nieznany [47,49].

				Wejście w fazę M pociąga za sobą rozpoczęcie konden-sacji chromosomów i tworzenie wrzeciona podziałowego. Jest to jednocześnie faza, w której funkcjonuje kolejny punkt kontrolny cyklu komórkowego – znany nam już SAC. Ka-nonicznie, jak już opisano powyżej, roli SAC przypisywa-no nadzór nad właściwym formowaniem się wrzeciona podziałowego poprzez monitorowanie interakcji między mikrotubulami a kinetochorami. Badania ostatnich lat wy-kazały, jednakże, że kluczowe białka składowe tego punk-tu kontrolnego, Mad i Bub, są zaangażowane w blokowa-nie oocytu w metafazie I także w obecności pęknięć DNA [50,51]. W tym przypadku aktywacja SAC nie wydaje się występować w miejscach uszkodzenia DNA, lecz bezpo-średnio na kinetochorze, a więc często w dużej odległości od powstałego uszkodzenia [50,52]. Biorąc pod uwagę, że komórki somatyczne nie posiadają mechanizmów wy-krywania defektów DNA w fazie M cyklu komórkowego [53–56], zdolność SAC do wykrywania uszkodzeń DNA w oocytach zaskakuje. Choć odpowiedzialny za nią mecha-nizm pozostaje mało poznany, wiadomo, że nie angażuje on kinaz ATM i ATR, które zwykle są integralnymi elemen-tami sygnalizacji uszkodzeń genomu [57]. Przedstawione powyżej dowody na zaskakujący udział SAC w sygnalizacji uszkodzeń DNA w oocytach uzyskano w badaniach na my-szach. Ostatnie doniesienie wskazujące, że oocyty ludzkie nie posiadają zdolności odpowiedzi na uszkodzenia DNA [58], z pewnością nie ułatwiają zrozumienia tego procesu.
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				Znaczenie mitochondriów

				Podziały mejotyczne oocytu, podobnie jak pierwsze po-działy mitotyczne zarodka, w istotny sposób zależą od sta-tusu energetycznego dzielących się komórek oraz kondycji samych mitochondriów [59]. Nie jest więc zaskoczeniem, że oocyty o wyższym poziomie ATP charakteryzują się wyż-szymi zdolnościami do zapłodnienia i lepszymi kompeten-cjami rozwojowymi [60,61]. Jądrowy czynnik oddechowy 1 (NRF1, ang. Nuclear Respiratory Factor1), oraz mitochon-drialny czynnik transkrypcyjny (TFAM, ang. Mitochondrial Transcription Factor A) regulują wspólnie biogenezę mito-chondriów [62], która jest prowadzona przez specyficzną dla mtDNA polimerazę Polg (polimeraza-γ) [63]. Oocytyo niskiej ekspresji TFAM i NRF1 posiadają niskie kom-petencje rozwojowe [64]. Ekspresja polimerazy Polg oraz Tfam rośnie podczas wzrostu oocytu i w tym samym okre-sie gwałtownie rośnie liczba mitochondriów, potencjał ich błony mitochondrialnej, a także produkcja ATP [61,65,66]. Wiele badań wskazuje, że większa liczba mitochondriów oznacza lepsze kompetencje rozwojowe, a oocyty, które ulegają zapłodnieniu, posiadają znacznie większą liczbę mitochondriów, niż oocyty niezapłodnione [60,67]. W oocy-tach, które ukończyły fazę wzrostu, liczba kopii mt DNA nierzadko przekracza 200 000 u myszy, czy nawet 700 000 u ludzi. [68,69]. Wydaje się, że od tego momentu liczba kopii mtDNA w oocycie nie rośnie [70]. Tak więc uważa się, że za-kończeniu fazy wzrostu oocytu towarzyszy zatrzymanie re-plikacji mtDNA, a ponowna replikacja zostaje uruchomiona dopiero po implantacji, kiedy zarodek zaczyna rosnąć [69].

				Oprócz ilości mitochondriów niezwykle istotne znacze-nie ma ich jakość, gdyż wszelkie zaburzenia stanu mito-chondriów w oocycie mogą nie tylko poważnie ograniczać płodność, lecz także skutkować chorobami metabolicznymi, neurodegeneracyjnymi, i nowotworzeniem w rozwoju po-stnatalnym [59]. Wiadomo, że większość mutacji gromadzi się w komórkach wprost proporcjonalnie do wieku [71]. Stwierdzono, że wraz z wiekiem kobiet rośnie poziom stre-su oksydacyjnego w oocytach, co powoduje wzrost liczby uszkodzeń oraz mutacji w mitochondrialnym DNA [72,73], które są przyczyną wielu ludzkich chorób. Z reguły cho-roby mitochondrialne obejmują zaburzenia neurologiczne, miopatie, cukrzycę i wiele endokrynopatii [74] i szacuje się, że jedna osoba na 5 000 [75] dotknięta jest jedną z 270 mu-tacji skutkujących chorobą mitochondrialną [76]. Choroby o takim podłożu zwykle są wielonarządowe, a ich leczenie opiera się, niestety, głównie na łagodzeniu objawów [77]. Ponieważ cały genom mitochondrialny jest przekazywany potomstwu przez oocyt, z tej perspektywy staje się jasnym, jak istotne znaczenie ma przekazanie go w możliwie niena-ruszonym stanie.

				Badania mysich oocytów przyniosły odkrycie niezwykle interesującego mechanizmu, który poprzez zaangażowanie białek motorycznych, kinezyn i dynein, ogranicza ilość mi-tochondriów trafiających do ciałka kierunkowego podczas pierwszego podziału mejotycznego [78]. Pozwala to zacho-wać wysoką liczbę mitochondriów w oocycie, co jak już opisano powyżej, wydaje się być dobrym prognostykiem ja-kości oocytu. W tym kontekście zaskakującym jest fakt, iż u myszy krytyczny próg, niezbędny dla właściwego rozwoju 

			

		

		
			
				postimplantacyjnego, został określony na 40 000–50 000 ko-pii mtDNA [79]. Oznacza to, że liczba kopii mtDNA zawar-ta w typowym oocycie kilkukrotnie przekracza progowe wartości konieczne dla rozwoju! Nasuwa się zatem pytanie: dlaczego w oocycie funkcjonuje tak wiele mitochondriów? Morfologia mitochondriów w oocytach różni się znacząco od tej obserwowanej w komórkach somatycznych – w po-równaniu z nimi zachowują one swój pierwotny i niezróż-nicowany charakter, co przejawia się w kulistym kształ-cie, niewielkiej liczbie grzebieni mitochondrialnych, dużej gęstości matrix mitochondrialnej i mniejszej konsumpcji tlenu [80,81] (Ryc. 1A). Mitochondria oocytów pozostają transkrypcyjnie i bioenergetycznie wyciszone, a stan takie-go funkcjonowania wydaje się ewolucyjnie konserwatywny [82–84]. Można sądzić, że tak duża liczba mitochondriów umożliwia pokrycie zapotrzebowania oocytu na energię przy jednoczesnym zachowaniu stosunkowo niskiej aktyw-ności każdego z nich [83]. Obniża to poziom reaktywnych 
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				Rycina 1. Zgrupowanie mitochondriów zobrazowane z wykorzystaniem trans-misyjnego mikroskopu elektronowego A – w mysim oocycie i B – w trofoblaście mysiej blastocysty. Literą „m” oznaczono pojedyncze mitochondria. (Zdjęcia Ł. Gąsior).
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				form tlenu, których produkcja jest nierozerwalnie związana z aktywnością mitochondrialną [85], redukując ryzyko po-wstawania mutacji i tym samym zapewniając odziedziczal-ność nienaruszonej matrycy mitochondrialnego DNA [86].

				W czasie rozwoju przedimplantacyjnego dochodzi do przywrócenia aktywności mitochondriów i przybrania bardziej zróżnicowanego charakteru typowego dla komó-rek somatycznych [87]. Przykład pokazujący skalę zmian morfologicznych, jakie dokonują się w mitochondriach przedstawiono na fotografii 1, gdzie zestawiono uzyskany z mikroskopu elektronowego obraz mysiego oocytu i bla-stocysty.

				Epigenetyczne reprogramowanie chromatyny w toku oogenezy

				Zapłodniona komórka jajowa, zygota, powinna posiadać pełen potencjał rozwojowy, czyli zdolność do stopniowego, skoordynowanego w czasie i przestrzeni, różnicowania się w komórki wszystkich tkanek przyszłego osobnika, jak i w tkanki pozazarodkowe, kreowane przejściowo tylko na czas rozwoju i niezbędne do jego podtrzymania. Osiąganie potencjału rozwojowego zachodzi stopniowo w trakcie ga-metogenezy i obecnie panuje powszechny pogląd, że jego istotą są epigenetyczne modyfikacje chromatyny [88]. Skła-dają się na nie metylacja DNA, potranslacyjne modyfikacje histonów (np. metylacja, acetylacja, fosforylacja), czy też zastępowanie kanonicznych form histonów przez ich nie-kanoniczne odpowiedniki [89]. Wszystkie te zmiany mogą zachodzić w skali globalnej, czyli generalnie dotyczyć całej chromatyny, oraz w skali lokalnej, czyli ograniczać się na przykład do sekwencji konkretnych promotorów. Tak nało-żone podczas gametogenezy znaczniki epigenetyczne będą później, podczas rozwoju, odpowiednio interpretowane przez mechanizmy odczytujące informację epigenetyczną skutkując aktywacją/wyciszeniem transkrypcji określo-nych genów odpowiedzialnych za konkretne procesy roz-wojowe [88].

				Ulokowanie prawidłowej informacji epigenetycznej w chromatynie komórek linii płciowej wymaga najpierw wy-mazania informacji epigenetycznej wprowadzonej do zygo-ty przez gamety. Metylacja DNA usuwana jest w dwóch fa-lach, z których pierwsza zachodzi podczas migracji komórek prapłciowych do zawiązków gamet i odbywa się głównie na drodze demetylacji pasywnej [90,91], czyli przez zablo-kowanie procesu odtwarzania metylacji DNA w kolejnych generacjach dzielących się komórek. Normalnie w każdym cyklu komórkowym po replikacji genomu nowopowstała nić DNA ulega metylacji w taki sposób, że odtworzony zo-staje wzorzec metylacji, występujący w nici matrycowej co zapewnia, że komórki potomne odziedziczą wzór metylacji DNA występujący w komórce matczynej. Wyłączenie tego mechanizmu podczas pierwszej fali demetylacji powoduje zatem, że w aktywnie proliferujących komórkach linii płcio-wej poziom metylacji znacząco się obniża.

				Druga fala demetylacji zachodzi wraz z zasiedlaniem przez komórki płciowe gonad płodowych [90]. W przeci-wieństwie do pierwszej fali dominującym mechanizmem jest tutaj aktywna demetylacja, czyli zastępowanie zmety-

			

		

		
			
				lowanych cytozyn przez niezmetylowane. W dużej mierze obejmuje ona sekwencje, które podczas pierwszej fali pod-legały ochronie, między innymi geny podlegające rodziciel-skiemu piętnowaniu genomowemu [90]. Uważa się, że w tej fazie rozwoju komórki linii płciowej uzyskują najniższy poziom metylacji w cyklu życiowym osobnika [90].

				Nowy, niezbędny dla uzyskania pełnego potencjału roz-wojowego, wzór metylacji DNA nakładany jest według wzoru specyficznego dla płci. Wydaje się, że w komórkach linii żeńskiej (gdyż to one są przedmiotem tego artykułu) proces ten rozpoczyna się wraz z podjęciem przez oocyty fazy wzrostu [92]. Metylacja DNA zwiększa się stopniowo przez cały okres wzrastania oocytu i obejmuje zarówno geny podlegające, jak i niepodlegające rodzicielskiemu pięt-nowaniu genomowemu [93,94].

				Dopełnieniem reprogramowania chromatyny oocytu w fazie wzrostu są modyfikacje białek histonowych, które, podobnie jak metylacja DNA, mogą regulować ekspresję genów [89,95]. Lista opisanych modyfikacji histonów za-chodzących w tej fazie rozwoju oocytów jest już niezwykle długa i obejmuje zarówno modyfikacje potranslacyjne okre-ślonych aminokwasów w ogonach histonowych [96,97], jak i lokalne zastępowanie kanonicznych form histonów przez ich niekanoniczne odpowiedniki takie jak np. histon H3.3 [96]. Istnieją dane, które wskazują, iż przynajmniej cześć z tych modyfikacji, jakim lokalnie podlegają histony, podczas fazy wzrostu jest konieczna, aby w tych regionach chroma-tyny mogło dojść do nałożenia metylacji DNA [98]. Wydaje się, że jako całość, uwzględniając zarówno zmiany metylacji DNA, jak i modyfikacje histonów, proces reprogramowania przebiega z różną dynamiką w indywidualnych, rosnących oocytach. Doświadczenia, w których analizowano rozwój zarodków uzyskanych po transplantacji jąder rosnących oocytów do wyjądrzonych komórek jajowych, wskazują, że u myszy chromatyna niektórych oocytów osiąga pełen potencjał rozwojowy jeszcze przed zakończeniem wzrostu [99].

				Końcowy etap fazy wzrostu charakteryzuje się stopnio-wym wyciszeniem transkrypcji, aż do jej wygaszenia w oocytach, które osiągnęły pełne rozmiary [100]. Jak już wspo-mniano w pierwszym rozdziale, wyciszenie transkrypcji w końcowej fazie gametogenezy i jej ponowne uruchomienie we wczesnym zarodku jest cechą charakterystyczną rozwo-ju zwierząt. Także temu procesowi towarzyszą modyfikacje histonów oraz gruntowne przemodelowanie konformacji chromatyny, która przyjmuje bardziej skondensowaną po-stać [101]. Uważa się, że podłożem zarówno wygaszenia transkrypcji, jak i zmian konformacyjnych chromatyny są zjawiska epigenetyczne [101]. Za epigenetycznym charakte-rem wyciszenia transkrypcji w oocytach ssaków przemawia między innymi to, że ponowne odblokowanie transkrypcji podczas aktywacji genomu zarodkowego zachodzi wraz z głębokimi potranslacyjnymi modyfikacjami histonów [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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Komoérkowe mechanizmy zapewniajace jako§¢
zenskich komoérek rozrodczych ssakow

STRESZCZENIE

G amety sq skrajnie zroznicowanymi komérkami, ktére uczestniczac w zaplodnieniu daja
‘poczatek nowemu organizmowi. Rola w pelni funkcjonalnej gamety, oprécz umozli-
wienia zaplodnienia, jest takze zapewnienie pelnego niezakléconego rozwoju osobnika. Ce-
lem niniejszego artykulu jest przyblizenie funkcjonujacych podczas oogenezy ssakéw me-
chanizméw, ktére zapewniaja wlasciwy przebieg proceséw rozwojowych po zaplodnieniu
oraz jakos¢ przekazanego potomstwu materialu dziedzicznego.

WPROWADZENIE

We wezesnym zarodku ssakow (u myszy w siodmym dniu rozwoju) mozna
wyr6znic grupe komoérek ulokowanych u nasady omoczni. Sa to pierwotne ko-
mérki plciowe (zwane tez komérkami praplciowymi), linia komérkowa, ktora
w wyniku proliferacji i roznicowania rozwija sie w komérki plciowe - gamety.
Zaréwno gamety zeriskie - oocyty, jak i gamety meskie - plemniki sa kraficowo
wyspecjalizowane, posiadajac specyficzna morfologie, W tym szereg unikato-
wych struktur zapewniajacych prawidlowy przebieg zaplodnienia. Jednakze,
myslac o funkgjonalnej gamecie, nie nalezy zawezac problemu jedynie do kwe-
stii mechaniki zaplodnienia. Obecnie wiadomo, ze problem ograniczonych kom-
petencji gamety do uczestniczenia w zaplodnieniu mozna w wielu przypadkach
rozwiaza¢ poprzez zastosowanie procedur wspomaganego rozrodu. W tym
przypadku wydaje sig, ze glownym problemem linik wspomaganego rozrodu
nie jest samo uzyskanie prawidlowo wygladajacych zygot, lecz uzyskanie satys-
fakejonujacej wydajnosci ich rozwoju. Samo zaplodnienie bowiem nie jest jesz-
cze réwnoznaczne z prawidlowym rozwojem zarodka. Dlatego o jakosci gamet
na r6wni decyduje zarowno ich zdolnosé do prawidlowego uczestniczenia w
zaplodnieniu, jak i ich zdolnoéc do przeprowadzenia juz uzyskanej zygoty przez
pelen, niezaklocony proces rozwojowy. Innymi slowy, funkgjonalna gameta to
taka, ktéra zapewnia i zaplodnienie, i prawidlowy rozwéj. Celem niniejszego
artykulu bedzie rozwazenie jakosci gamety zeriskiej w kontekscie tych mecha-
nizméw zachodzacych podczas cogenezy, ktére zapewniaja, ze zaplodniony
oocyt uzyskal pelne kompetengje rozwojowe

INFORMACJA MATCZYNA

Oocyty sa komérkami 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 ).
Faza wazrostu jest rozciagnieta w czasie (u myszy trwa okolo 17-18 dni) i charak-
teryzuje sie wysoka aktywnoscia metaboliczng nakierowana na produkowanie
bialek, czasteczek RNA (transkryptow) oraz lipidow [1,2]. Szacuje sie, ze tem-
Ppo syntezy bialek wazrasta podczas fazy wzrostu czterdziestokrotnie [3] (przy
czym oprocz bialek gromadzonych w cytoplazmie oocytu znaczacy udzial ma
tu takze produkcja bialek wehodzacych w sklad tak zwanej oslonki przejrzystej
- struktury otaczajacej oocyt o wielorakiej funkdji - od regulowania przestrzen-
nej organizacji pecherzyka jajnikowego, poprzez mechanizm zaplodnienia i
na regulagji procesu implantadji skoriczywszy [3]. Oslonka przejrzysta nie jest
jednak tematem tego artykulu a blizsze informacje na jej temat zainteresowany
czytelnik moze znalezé w artykulach przegladowych [3,4]). Caloé¢ metabolitow
zgromadzonych w cytoplazmie oocytu podczas fazy wzrostu okreslamy jako
informacje matczyna i jest to Kluczowa pula skladnikow, ktéra pokieruje roz-
wojem zarodka bezposrednio po zaplodnieniu. Jakos¢ tej informadji jest zatem
skladowa jakosci oocytu [5].

Znaczenie informacji matczynej jest bezposrednio zwiazane z pierwsza faza
rozwoju, ktory odbywa sie przy wylaczonej transkrypai [6]. Bezposrednio po
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