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Characterization of mammalian oocyte competence to undergo fertil­
ization and embryonic development: I. Nuclear maturation and mo­
lecular aspects of its regulation

Summary

Near the end of the growth phase, mammalian oocyte achieves competence 
to undergo three aspects of maturation, i.e. nuclear, cytoplasmic and genomic. 
All these processes are essential for the formation of an egg having the capacity 
for fertilization and development. This review will consider the aspects of mo­
lecular events during the process of nuclear maturation. Meiotic maturation of 
an oocyte is under the control of the cell cycle molecules, of which cAMP, MPF 
and MAP kinases seem to be the most important. The present findings regard­
ing Ringo protein and cdc25b kinase as modulators of MPF activity and mecha­
nism of MPF activation are discussed. Moreover, the roles of the FF-MAS, ribo- 
somal S6 kinase p90''s'<, POLO like kinases and the newly discovered proteins 
MISS and formin-2 are described.
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1. Wprowadzenie

Dojrzałość oocytu jest podstawowym czynnikiem decy­
dującym o zdolności do zapłodnienia i prawidłowego rozwoju 
zarodkowego, a następnie płodowego. Uzyskanie tych zdolności
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wymaga osiągnięcia dojrzałości jądrowej, cytoplazmatycznej oraz genomowej. Doj­
rzałość jądrowa wskazuje na osiągnięcie stadium metafazy drugiego podziału mejo- 
tycznego. Uzyskiwana jest w czasie dojrzewania mejotycznego, zainicjowanego roz­
padem pęcherzyka zarodkowego (GVBD - germinal vesicle breakdown) i kontynu­
owanego do momentu zatrzymania cyklu komórkowego w stadium metafazy dru­
giego podziału mejotycznego (MII). Natomiast zdolność oocytu do wznowienia 
i ukończenia mejozy określana jest mianem kompetencji mejotycznej. Kompetencja 
mejotyczna osiągana jest stopniowo, podczas wzrostu oocytu i zależy od jakości 
morfologicznej oraz stopnia strukturalno-funkcjonalnej dojrzałości cytoplazmy (1).

Dojrzałość cytopłazmatyczna warunkuje zdolność oocytu do zapłodnienia oraz 
do zapoczątkowania i kontynuacji podziałów mitotycznych zarodka (2). Z kolei doj­
rzałość genomowa jest równoznaczna z prawidłowym zakończeniem procesów epi- 
genetycznych, towarzyszących nabyciu imprintingu genomu matczynego (3).

2. Przebieg mejozy

Dojrzewanie oocytów in vitro przebiega w tempie podobnym jak w warunkach in 
vivo (4). W badaniach prowadzonych na oocytach bydlęcych wykazano, że rozpad 
pęcherzyka zarodkowego zapoczątkowujący mejozę, tj. GVBD następuje po około 
6 godz. od momentu umieszczenia kompleksów oocyt-komórki wzgórka jajonośne- 
go w hodowli (5). Po około 12 godz. hodowli ponad 70% oocytów osiąga stadium 
metafazy I (4). Najwyższą częstotliwość występowania stadium anafazy I obserwo­
wano między 12 a 14 godz. hodowli, natomiast stadium telofazy I między 15 a 16 godz. 
hodowli. Pierwsze oocyty w stadium metafazy II (Mil) pojawiają się już po 14 godz. 
hodowli, a po około 18 godz. około 60% oocytów uzyskuje dojrzałość jądrową. Od­
setek dojrzałych oocytów wzrasta stopniowo osiągając nawet około 90% po 24 godz. 
hodowli (4). W stadium MII mejoza zostaje zatrzymana w wyniku działania czynnika 
cytostatycznego, CSF (cytostatic factor) (6,7). Czynnik ten stabilizuje aktywność MPF 
(M-phase promoting factor; maturation promoting factor) (6). Stwierdzono, że wiele 
białek ma aktywność CSF, czyli wykazuje zdolność zablokowania cyklu w stadium 
MII, a wśród nich kinazy MEK, MAP i p90''^'^. Wniknięcie plemnika podczas zapłod­
nienia inaktywuje CSF, czego wynikiem jest destabilizacja MPF, zakończenie mejozy 
i przejście oocytu z fazy M do interfazy.

2.1. Rola cAMP

Mejoza w oocytach większości ssaków rozpoczyna się w czasie rozwoju płodo­
wego lub krótko po urodzeniu osobnika i trwa do momentu osiągnięcia stadium di- 
plotenu profazy pierwszego podziału mejotycznego. W stadium tym, określanym 
jako stadium pęcherzyka zarodkowego, GV (germinal vesicle), cykl komórkowy oocy-
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tu zostaje zatrzymany. U dojrzałej płciowo samicy w trakcie każdego cyklu płciowe­
go jeden łub kilka oocytów, w zależności od gatunku, w odpowiedzi na hormonalny 
impuls wznawia podział mejotyczny. Impulsem tym jest przedowulacyjny wyrzut 
hormonu luteotropowego (LH), który indukuje zarówno wznowienie mejozy jak 
i owulację. W warunkach in vitro wznowienie mejozy w oocytach ssaków może 
nastąpić spontanicznie, w konsekwencji izolacji oocytu z pęcherzyka antralnego, 
a następnie jego hodowli w odpowiedniej pożywce, bez konieczności stymulacji 
tego procesu gonadotropinami. Możliwość taka wskazuje równocześnie, że płyn pę­
cherzykowy oraz komórki pęcherzyka są odpowiedziałne za utrzymanie oocytu 
w stadium GV, najprawdopodobniej poprzez biosyntezę i sekrecję czynników ha­
mujących mejozę lub inhibicję związków stymulujących mejozę, bądź w wyniku 
działania obu mechanizmów (8).

jednym ze związków regulujących cykl komórkowy jest cykliczny adenozynomo- 
nofosforan (cAMP), którego działanie zostało opisane początkowo w oocytach gry­
zoni (9,10), a następnie u innych gatunków ssaków, w tym również bydła (8). Wyso­
kie stężenie cAMP aktywuje kinazę białkową A (PKA; cAMP-dependent protein kinase). 
Kinaza PKA fosforyłuje dotychczas nie rozpoznane białka, co skutkuje zablokowa­
niem mejozy w stadium GV. Natomiast za degradację i inaktywację cAMP odpowie­
dzialne są fosfodiesterazy (PDEs). Obecność PDEs stwierdzono w pęcherzykach jaj­
nikowych wszystkich badanych dotąd gatunków, przy czym w oocycie obecna jest 
forma PDE3 (8,11), natomiast w komórkach ziarnistych pęcherzyka forma PDE4 
(8,12). W wyniku zastosowania inhibitorów PDE3 dochodzi do zatrzymania dojrze­
wania oocytu, zarówno in vivo jak i in vitro, co wskazuje na udział tego enzymu 
w procesie dojrzewania (13,14).

Za syntezę cAMP w oocycie odpowiedzialna jest cyklaza adenylowa (AC), jednak­
że, mimo stwierdzenia ekspresji AC, nie znaleziono odpowiedzi na pytanie czy ilość 
cAMP, która powstaje w oocycie jest wystarczająca dla wywołania bloku mejotycz- 
nego. W alternatywnej hipotezie zakłada się, że cAMP dyfunduje z komórek ziarni­
stych do oocytu poprzez połączenia szczelinowe. Dyfuzja cAMP z komórek ziarni­
stych do cytoplazmy oocytu wraz z inaktywacją PDE utrzymuje stężenie cAMP na 
poziomie zapobiegającym wznowieniu mejozy (12). Prawdopodobne jest, jak się 
wydaje, że aktywność PDE3 reguluje hipoksantyna, naturalny inhibitor wznowienia 
mejozy (11). W badaniach przeprowadzonych na oocytach szczura wykazano, że 
PDE3 kontroluje zasoby cAMP w oocycie i jest niezbędny w regulacji GVBD (11). Spa­
dek poziomu cAMP, który prowadzi do wznowienia mejozy, następuje w efekcie 
działania gonadotropin, na skutek przerwania połączeń międzykomórkowych mię­
dzy oocytem a komórkami ziarnistymi. Stwierdzono jednak, że do zaniku połączeń 
szczelinowych między oocytem a komórkami ziarnistymi dochodzi dopiero po kilku 
godzinach od GVBD (15). Ta obserwacja doprowadziła do hipotezy, że komórki ziar­
niste wydzielają czynniki parakrynne znoszące hamujące działanie cAMP. Do grupy 
takich czynników, które in vitro znoszą hamujące działanie cAMP, oprócz FSH, na­
leżą również naskórkowy czynnik wzrostowy (EGF - epidermal growth factor), soma-
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totropina (GH - growth hormone), oraz czynnik martwicy nowotworów (TNFa - tu­
mor necrosis factor a). Jednakże wymienione czynniki są nieefektywne przy zastoso­
waniu inhibitorów PDE silniejszych od hipoksantyny lub po uzupełnieniu pożywki 
dwLimaślanem cAMP (dbcAMP - clibutyryl-cAMP) (12). W badaniach zmierzających 
do wykrycia czynnika syntetyzowanego przez komórki ziarniste, który posiadałyby 
zdolność indukcji dojrzewania mejotycznego, doprowadzono do izolacji MAS (meio- 
sis-activating sterol), pochodnej cholesterolu, która jest obecna zarówno w jądrach 
jak i jajnikach (16). Czynnik FF-MAS (follicular fluid meiosis-activating sterol) został wy­
kryty w płynie pęcherzykowym. Wykazano, że stężenie FF-MAS wzrasta pod dzia­
łaniem gonadotropin (16). W warunkach hodowli in vitro FF-MAS znosi blokadę me- 
jozy wywołaną działaniem hipoksantyny, lecz nie jest zdolny do zniesienia bloku 
mejotycznego wywołanego dodatkiem do pożywki dbcAMP (17). Reasumując, na 
podstawie analogii do dobrze już rozpoznanych molekularnych mechanizmów kon­
trolujących wznowienie mejozy u Xenopus można założyć, że regulacja tego procesu 
w oocytach ssaków może przebiegać za pośrednictwem wielu ścieżek przekazywa­
nia sygnałów. Ścieżki te mogą regulować poziom cAMP poprzez kontrolę ekspresji 
PDE3 w oocycie. Spadek stężenia cAMP może być wystarczającym bodźcem dla 
wznowienia mejozy; jednakże w świetle najnowszych badań należy przypuszczać, 
że istnieją sygnały, które znoszą hamujące działanie cAMP.

2.2. Czynnik dojrzewania mejotycznego MPF i związki modulujące jego ak­
tywność (fosfataza cdc25b, białko Ringo)

Nabywanie kompetencji mejotycznej jest skorelowane ze zmianami w akumula­
cji i aktywacji białek regulujących cykl komórkowy, jednym z najistotniejszych jest 
czynnik dojrzewania mejotycznego (MPF - M-phase promoting factor; maturation 
promoting factor), po raz pierwszy opisany przez Masui i wsp. (1971). Czynnik cyto- 
plazmatyczny MPF powstaje w wyniku połączenia podjednostki katalitycznej 
p34cdc2 2 podjednostką regulatorową - cykliną B (18). Kompleks MPF jest głównym 
czynnikiem regulującym przejście z fazy G2 do M w procesie mejozy i mitozy (19).

W trakcie profazy pierwszego podziału mejotycznego MPF pozostaje w stanie 
nieaktywnym (pre-MPF) w następstwie hamującej fosforylacji treoniny 14 i tyrozyny 
15 kinazy przez kinazę Mytl i kinazę Weel, przy czym ta ostatnia fosforylu-
je tylko tyrozynę w pozycji 15 Cdc2 (20). Po uwolnieniu oocytu z pęcherzyka w jego 
cytoplazmie dochodzi do spadku stężenia cAMP oraz do aktywacji MPF. Aktywacja 
MPF wymaga defosforylacji p34^‘^‘^^^ treoniny w pozycji 14 i tyrozyny w pozycji 
15 przez fosfatazę Cdc25b (21), oraz fosforylacji p34'^‘^^2^ treoniny w pozycji 
161 przez kinazę aktywującą CAK (cyclin-dependent kinase-activating kinase; czyli 
cćk-activating kinase) (22,23). Początkowo uważano, że kinaza Cdc25c jest niezbęd­
na dla aktywacji kompleksu p34^‘^‘^2/cyklina B u kręgowców (22). Następnie stwier­
dzono, że inaktywacja tej kinazy w oocytach myszy nie powodowała zaburzeń mejo-

BIOTECHNOLOGIA 3 (66) 140-151 2004 143



Jolanta Opielą, Lucyna Kątska-Książkiewicz

zy, a w konsekwencji zaburzeń płodności (24). Natomiast oocyty myszy z inaktywo- 
wanym genem cdc25b (cdc25‘/‘) nie były zdolne do aktywacji MPF, co skutkowało 
ich bezpłodnością. Zjawisku temu można było przeciwdziałać poprzez mikroiniek- 
cję mRNA Cdc25b do oocytów ze znokautowanym genem cdc25'/‘. W eksperymencie 
tym wykazno, że kinaza Cdc25b jest niezbędna dla aktywacji MPF (21). Z kolei w ba­
daniach na oocytach Xenopus wykazano, że kinaza Płxl (będąca odpowiednikiem ki­
nazy Piki u myszy), należąca do tzw. rodziny kinaz POLO lub PLKs (polo like kinases), 
fosforyluje fosfatazę Cdc25, jednak dotychczas nie wyjaśniono czy Plxl zapoczątko­
wuje proces aktywacji p34^*^^2 ^25). Na uwagę zasługuje również obserwacja, że 
u Xenopus kinaza PLxl aktywowana jest wcześniej niż kinaza p34‘^‘^^^, zarówno 
w trakcie mejozy jak i mitozy (25). Natomiast u myszy stężenie kinazy Piki znacząco 
wzrasta po zapoczątkowaniu GVBD (26). Trudno jednakże na tej podstawie wnio­
skować, czy kinaza Piki aktywuje kinazę Cdc25, podobnie jak ma to miejsce u Xenopus.

Aktywny czynnik MPF odpowiedzialny jest za rozpoczęcie GVBD, kondensację 
chromosomów i utworzenie wrzeciona kariokinetycznego pierwszego podziału me- 
jotycznego (19). Istnieją jednak sprzeczne doniesienia dotyczące roli MPF w kon­
densacji chromatyny oocytu. Badając oocyty bydlęce Tatemoto i Terada (27) stwier­
dzili, że p34^*^^2 wywiera duży wpływ na kondensację chromatyny, natomiast Kubeł­
ka i wsp. (28) uważają, że kondensacja chromatyny następuje bez udziału aktywne­
go MPF. Rezultaty podobne jak u bydła Kubełka i wsp. (29) uzyskali na oocytach świ­
ni. Autorzy ci uważają, że kondensacja chromatyny oraz GVBD mogą wystąpić bez 
udziału aktywnej kinazy p34‘^‘^‘^^. Natomiast, wówczas gdy kinaza ta zostanie zablo­
kowana, np. przez butyrolakton I, dla wystąpienia GVBD jest niezbędna zwiększona 
aktywność kinazy MAP (29).

W przeciwieństwie do oocytów myszy czy szczura, GVBD w oocytach owcy, kro­
wy i kozy wymaga obecności nowo syntetyzowanych białek (1). Oocyty bydlęce nie­
zdolne do wznowienia mejozy pozostają w stadium GV, ponieważ nie dysponują od­
powiednią ilością cykliny B (30). Również w badaniach przeprowadzonych na oocy­
tach świńskich wykazano, że wznowienie dojrzewania mejotycznego wymaga dzia­
łania kaskady aktywującej kinazę w oocytach, które już zgromadziły cyklinę
B (31). Natomiast w oocytach myszy, zarówno mejotycznie kompetentnych jak i nie­
kompetentnych, stężenie cykliny B jest około 7-krotnie większe od stężenia kinazy 
p34cdc2 (32), Stężenie kinazy p34^‘^‘^^ i cykliny B wzrasta w trakcie dojrzewania oocy­
tu. Ponadto wykazano, że w mejotycznie kompetentnych jak i niekompetentnych 
oocytach mysich stężenie kinaz cdc25 i weel jest wyższe od stężenia p34‘^‘^‘^^. W ba­
daniach tych wskazuje się, że czynnikiem limitującym tempo nabywania kompeten­
cji mejotycznej jest nagromadzenie kinazy (32).

Wraz z progresją dojrzewania jądrowego oocytu następują zmiany w aktywności 
MPF. Od momentu GVBD aktywność MPF stopniowo narasta. Po osiągnięciu warto­
ści maksymalnej w metafazie I aktywność MPF maleje, co pozwala na kontynuację 
mejozy do stadium anafazy 1. Po wyrzuceniu pierwszego ciałka kierunkowego ak­
tywność MPF ponownie wzrasta aż do momentu osiągnięcia przez komórkę stadium
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metafazy II. Kolejny spadek aktywności MPF obserwowano w oocytach bydlęcych po 
30 do 40 h od rozpoczęcia dojrzewania in vitro (33), co tłumaczy łatwość sponta­
nicznej aktywacji starzejących się komórek jajowych. Inaktywacja MPF następuje 
w wyniku partenogenetycznej aktywacji lub zapłodnienia komórki jajowej (33).

Do roli modulatora aktywności MPF pretenduje białko Ringo/Speedy, po raz 
pierwszy zidentyfikowane i scharakteryzowane u Xenopus (34). Nadekspresja Ringo 
w oocytach Xenopus aktywowała MPF i kinazę MAP {mitogen activated protein kinase). 
Natomiast w badaniach przeprowadzonych przez Terret i wsp. (35) na oocytach my­
szy wskazuje się, że Ringo uczestniczy w dojrzewaniu mejotycznym poprzez inter­
akcje z kinazą a nie poprzez aktywację ścieżki aktywującej kinazę MAP. In­
iekcja Ringo do cytoplazmy oocytu myszy Mos'^' blokowała wyrzucenie ciałka kie­
runkowego zarówno w pierwszym jak i w drugim podziale mejotycznym (35), nato­
miast iniekcja Mos nie miała wpływu na wyrzut pierwszego ciałka kierunkowego 
(36). Obserwacje te dowodzą, że Ringo uczestniczy w regulacji dojrzewania mejo- 
tycznego oocytów myszy, aktywując ścieżki inne niż Mos/.../MAPK. Białko Ringo jest 
najprawdopodobniej modułatorem aktywności MPF w krytycznych momentach doj­
rzewania mejotycznego, tj. podczas wejścia w fazę M oraz wyjścia z tej fazy, pod­
czas 1 i II podziału mejotycznego. Białko Ringo, inicjując wzrost aktywności MPF 
przed wystąpieniem GVBD, uczestniczy w procesie wznowienia mejozy, a następnie 
w utrzymaniu wysokiego poziomu aktywności kompleksu MPF w stadium MII (37).

2.3. Kinazy MAP i kinaza rybosomowego białka S6, p90rsk

Kolejne białka kontrolujące dojrzewanie oocytu należą do rodziny kinaz MAP 
(mitogen activated protein kinase). Są to serynowo-treoninowe kinazy białkowe, które 
biorą udział w przekazywaniu sygnału od błony komórkowej do wnętrza komórki. 
Kinazy MAP mogą przemieszczać się z cytoplazmy do jądra komórkowego, gdzie 
fosforylują czynniki transkrypcyjne, wpływając tym samym na ekspresję genów (37). 
Spośród kinaz MAP najlepiej scharakteryzowane są kinazy ERK (extracellular regula­
ted protein kinase), p42-ERK2 i p44-ERKl określane również jako p44MAPKi j p42MAPK2 
(38). Aktywacja i regulacja aktywności tych kinaz następuje poprzez zewnątrzko- 
mórkowe sygnały, takie jak czynniki wzrostu i neurotransmitery. Aktywacja kinaz 
MAP zachodzi w wyniku fosforylacji treoniny i tyrozyny przez kinazę kinazy MAP 
czyli MAPKK lub MEK (MAP kinase kinase) (39). Z kolei aktywacja kinazy MEK może 
następować pod wpływem specyficznych enzymów jak c-ras, c-raf lub c-mos na­
leżących do rodziny kinaz kinazy MAP (MAPKKK) (40,41). W oocytach myszy kinaza 
MEK aktywowana jest przez kinazę Mos, natomiast u myszy Mos'^’ kinaza Rafl nie 
aktywizuje ścieżki MEK/MAPK (36).

Dotychczasowa znajomość funkcji kinaz MAP w oocytach zwierząt domowych 
jest znacznie skromniejsza w porównaniu do znajomości tych procesów u Xenopus 
czy myszy. Dotyczy to zwłaszcza znajomości sposobu w jaki regulują one dojrzewa­
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nie mejotyczne. Wiadomo, że kinaza MAP odpowiedzialna jest za utrzymanie chro- 
matyny oocytu w stanie skondensowanym w trakcie przejścia Ml/Mll czyli w okresie 
kiedy MPF ulega inaktywacji (36). Również polimeryzacja i depolimeryzacja mikrotu- 
bul wrzeciona, przemieszczanie się wrzeciona oraz kondensacja chromatyny oocy- 
tów wymagają aktywności kinaz MAP. Inaktywacja kinazy MAP w trakcie przejścia 
Ml/MII hamuje segregację chromosomów, wyrzucenie pierwszego ciałka kierunko­
wego oraz utworzenie wrzeciona podziałowego drugiego podziału mejotycznego 
(42). Ponadto, aktywność kaskady Mos/.../kinaza MAP jest konieczna dla zablokowa­
nia dojrzewających oocytów w stadium Mil.

Fizjologicznym substratem kinazy MAP, najlepiej dotychczas poznanym i obec­
nym w oocytach zarówno Xenopus, jak i myszy oraz świni, jest kinaza rybosomowe- 
go białka S6, p90''^'^ (43-45). W oocytach Xenopus kinaza ta, aktywowana przez kina- 
zę MAP, powoduje unieczynnienie kinazy Mytl. Z kolei zniesienie hamującego 
wpływu Mytl prowadzi do aktywacji MPF (43). W oocytach myszy i świni stwierdzo­
no, że częściowa aktywacja kinazy p90'‘^*^ następuje niezależnie od kinazy MAP, na 
krótko przed wystąpieniem GVBD, natomiast jej całkowita aktywacja, następująca 
po rozpadzie pęcherzyka zarodkowego, jest zależna od kinazy MAP (44,45). Dysku­
syjna jest konieczność kaskady kinaz MAP dla wznowienia mejozy w oocytach 
zwierząt domowych. Obecnie przeważa pogląd, że nie jest ona konieczna dla wzno­
wienia mejozy w oocytach ssaków (46-48). W oocytach bydlęcych aktywacja kinazy 
MAP następuje równocześnie z aktywacją MPF, czyli w trakcie GVBD (49). jednakże 
wznowienie mejozy oraz jej kontynuacja może nastąpić w oocytach bydlęcych bez 
aktywacji kinazy MAP (46). Możliwe, że kaskada MEK/MAPK/ p90'‘®*^ jest potrzebna 
podczas wznowienia mejozy w oocytach klaczy, gdyż aktywację kinazy MAP obser­
wuje się przed wystąpieniem GVBD (50). Natomiast w oocytach kozy aktywacja kina­
zy MAP następuje po wystąpieniu GVBD (51). Z kolei w badaniach przeprowadza­
nych na oocytach świńskich wykazano, że kinaza MAP aktywowana jest, podobnie 
jak u bydła, jednocześnie z MPF w trakcie GVBD, lecz aktywacja MPF i wznowienie 
mejozy może nastąpić bez jej udziału (47,48). Natomiast Fan i wsp. (45) uważają, że 
aktywność kaskady MEK/MAPK/p90'‘^'^ jest niezbędna dla wznowienia wzbudzonej 
gonadotropinami mejozy w kompleksach oocyt-komórki wzgórka jajonośnego świ­
ni. Według tych autorów spontaniczne wznowienie mejozy w oocytach pozbawio­
nych komórek wzgórka nie wymaga aktywności MAPK/p90'‘^'^ (45). Wysoki poziom 
aktywności kinazy p90‘'*'^ w dojrzewających oocytach świni wspomaga formowanie 
wrzeciona podziałowego, akumulację cykliny B oraz zatrzymanie mejozy w stadium 
metafazy II. W badaniach porównujących rozmieszczenie oraz stężenie ERKI i ERK2 
oraz p90'‘^*^ dowiedziono, że kinaza p90*^^'^ jest mediatorem działania kinazy MAP 
w dojrzewaniu mejotycznym oocytów tego gatunku (45).

W czasie GVBD wzrostowi aktywności czynnika MPF towarzyszy aktywacja oby­
dwu kinaz MAP, tj. p42-ERK2 i p44-ERKl, następnie ulegają one stopniowej fosfory­
lacji, a pełna fosforylacja następuje w momencie, gdy mejoza osiąga stadium MII 
(52). W przeciwieństwie do MPF, którego aktywność maleje między dwoma mejo-
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tycznymi metafazami, aktywność kinazy MAP utrzymuje się w czasie całego procesu 
mejozy (52). Inaktywacja kinazy MAP następuje, podobnie jak MPF, po partenogene- 
tycznej aktywacji lub zapłodnieniu komórki jajowej (52).

2.4. Rola kinaz MAP, Polo, biatek Formin-2 i MISS w tworzeniu i migracji 
wrzeciona podziałowego

Dla właściwego przebiegu dojrzewania mejotycznego konieczne jest utworzenie 
morfologicznie i fizjologicznie prawidłowego wrzeciona podziałowego. W trakcie 
mejozy polimeryzacja i depolimeryzacja mikrotubul wrzeciona oraz przemieszcza­
nie się wrzeciona koreluje z aktywnością kaskady Mos/.../kinaza MAP (36,42,53). 
W pierwszych obserwacjach przeprowadzonych na drożdżach Saccharomyces cerevisiae 
wykazano, że w następstwie zablokowania genu kodującego kinazę Pik nie następu­
je utworzenie mejotycznego wrzeciona podziałowego (54). W oocytach myszy kina- 
za Piki jest już obecna w stadium GV, ale jej stężenie znacząco wzrasta po 5 do 
8 godz. od GVBD. Wzrost stężenia Piki koreluje z początkiem formowania, a na­
stępnie migracji wrzeciona podziałowego w kierunku powierzchni oocytu (26). 
W obserwacjach tych wskazuje się, że kinazy POLO biorą udział w formowaniu 
wrzeciona podziałowego.

Za prawidłową migrację wrzeciona podziałowego do strefy podkorowej oprócz 
kinaz MAP odpowiedzialne jest również niedawno zidentyfikowane (55) białko 
formin-2 (Fmn2). Myszy ze znokautowanym genem Fmn2 (Fmn2‘/') owulowały 
oocyty w stadium metafazy 1. Zjawisku temu przeciwdziałała mikroiniekcja mRNA 
Fmn2 do oocytu (55). Wrzeciono podziałowe w oocytach myszy Fmn2'/' zlokalizo­
wane było centralnie, co uniemożliwiało wyrzucenie pierwszego ciałka kierunko­
wego. W rezultacie zapłodnienia takich oocytów dochodziło do powstania triplo- 
idalnych i pentaploidalnych zarodków, które następnie ulegały resorpcji bądź po­
ronieniu (55). Dowiedziono zatem, że białko Fmn2 jest konieczne dla acentryczne- 
go umiejscowienia wrzeciona podziałowego w oocytach oraz, że Fmn-2 jest pierw­
szym zidentyfikowanym genem odpowiedzialnym za polaryzację oocytów ssaków 
(55,56).

Wcześniej wspomniano już, że aktywność kaskady Mos/.../kinaza MAP jest ko­
nieczna dla zablokowania dojrzewających oocytów w stadium Mli. Zastanawia fakt, 
że pomimo aktywności tej kaskady nie dochodzi do zatrzymania mejozy w stadium 
Ml, tak jak to ma miejsce w Mil. Prawdopodobnie decyduje o tym niedawno wykryte 
w oocytach myszy białko MISS (MAP - kinase-interacting and spindle-stabilizing prote­
in), które jest odpowiedzialne za utrzymanie integralności wrzeciona podziałowego 
Mil w trakcie bloku mejozy wywołanego aktywnością cytostatyczną (57). Stwierdzo­
no, że białko MISS jest stabilne tylko w czasie MII oraz, że jest fosforylowane po­
przez ścieżkę Mos/.../kinaza MAP. Natomiast w czasie Ml ulega degradacji w wyniku 
działania innej ścieżki, niezależnej od Mos. W doświadczeniu tym wskazuje się, że
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kaskada Mos/.../kinaza MAP w stadium MII stabilizuje nie tylko czynnik MPF, ale 
również wrzeciono II podziału mejotycznego (57).

3. Zależność kompetencji mejotycznej oocytu od wielkości pęcherzyka 
jajnikowego i dojrzałości płciowej samicy

Do momentu utworzenia jamki pęcherzyka (antrum) oocyt, będący w stadium di- 
plotenu pierwszego podziału mejotycznego, intensywnie zwiększa swoją objętość. 
W tym czasie wzrost oocytu i pęcherzyka przebiega równoległe. Po uformowaniu 
jamki wzrost oocytu przebiega znacznie wolniej niż wzrost pęcherzyka. W analizie 
kompetencji mejotycznej oocytów, które nie osiągnęły jeszcze pełnego wzrostu wy­
kazano, że mogą one po uwolnieniu z pęcherzyka wznowić proces mejozy, jednak­
że nie zostanie on ukończony czyli oocyt nie osiągnie stadium MII. Mimo że w oocy- 
tach izolowanych z małych pęcherzyków antralnych następuje GVBD, to jednak pro­
ces mejozy ulega zablokowaniu, najczęściej w stadium Ml. Na tej podstawie uzna­
no, że dla uzyskania zdolności rozwojowej, a zatem także dojrzałości mejotycznej, 
konieczny jest rozwój oocytu w środowisku pęcherzyka antralnego, przynajmniej 
do czasu ukończenia fazy wzrostu (58). Oocyty bydlęce i świńskie kontynuują 
wzrost w pęcherzykach, które już utworzyły antrum, toteż oocyty pochodzące z pę­
cherzyków antralnych różniących się wielkością wykazują zróżnicowanie kompeten­
cji mejotycznej (59). Dojrzałość mejotyczna jest zatem ściśle związana z wielkością 
oocytu, która z kolei jest uwarunkowana wielkością pęcherzyka (60). Stwierdzono, 
że oocyty bydlęce (także świńskie i kozie) o średnicy 100 pm są już zdolne do wzno­
wienia mejozy, a oocyty o średnicy 110 pm są zdolne do ukończenia dojrzewania 
jądrowego w stadium Mil. Natomiast oocyty bydlęce o średnicy <95 mm nie są 
zdolne do wznowienia mejozy in vitro (61).

Kolejnym czynnikiem decydującym o kompetencji mejotycznej jest dojrzałość 
płciowa samicy. W badaniach porównawczych na oocytach dojrzałych i niedoj­
rzałych płciowo zwierząt wykazano, że oocyty uzyskane z jajników dojrzałych płcio­
wo krów cechuje większa zdolność rozwojowa w porównaniu do oocytów cieląt. 
Przyczynę tego stanu upatruje się w nieprawidłowościach podczas uzyskiwania doj­
rzałości jądrowej i cytoplazmatycznej oocytów zwierząt niedojrzałych płciowo (62). 
Ledda i wsp., (63) wykazali, że oocyty jagniąt cechuje znacznie niższy poziom ak­
tywności MPF w porównaniu do oocytów uzyskanych od owiec. Podobne badania 
przeprowadzono na oocytach bydlęcych porównując aktywność MPF i kinazy MAP. 
Zarówno aktywność MPF jak i kinazy MAP była istotnie mniejsza w oocytach cieląt 
w wieku poniżej 6 miesięcy (64). W badaniach Chohan i wsp. (65) nad zdolnością by­
dlęcych oocytów płodowych do wznowienia mejozy i jej kontynuacji do stadium Mil 
wykazano, że nabycie dojrzałości jądrowej uzależnione jest od konfiguracji chroma- 
tyny, czyli od podstadium GV, w którym znajdują się oocyty w momencie izolacji 
z pęcherzyka. Oocyty, które wznawiały mejozę oraz osiągały stadium MII in vitro,
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W momencie izolacji posiadały wysoce skondensowaną chromatynę. Cechę tę wyka­
zywało 94% oocytów bydlęcych, ale tylko 27% oocytów płodowych. Powodem nie­
wielkiego odsetka kompetentnych oocytów płodowych był brak odpowiedniej kon­
densacji chromatyny w momencie rozpoczęcia dojrzewania in vitro (65).

4. Podsumowanie

Poznanie molekularnych podstaw procesu dojrzewania oocytów poprzez identy­
fikację czynników biorących w nim udział, określenie ich funkcji oraz wzajemnych 
zależności pomiędzy poszczególnymi elementami kaskad pomoże w optymalizacji 
warunków hodowli in vitro. Optymalizacja metod dojrzewania oocytów in vitro, pro­
wadzących do uzyskiwania gamet żeńskich o potencjale porównywalnym z komór­
kami dojrzewającymi w warunkach in vivo, znacznie zwiększyłaby możliwości dal­
szego rozwoju szeregu metod biotechnologii rozrodu, tj. pozaustrojowej produkcji 
zarodków, klonowania ssaków czy uzyskiwania zwierząt transgenicznych.
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