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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
Dojrzatlos¢ oocytu jest podstawowym czynnikiem decy-

dujacym o zdolnosci do zaptodnienia i prawidiowego rozwoju
zarodkowego, a nastepnie ptodowego. Uzyskanie tych zdolnosci
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wymaga osiagniecia dojrzatosci jadrowej, cytoplazmatycznej oraz genomowej. Doj-
rzatos¢ jadrowa wskazuje na osiggniecie stadium metafazy drugiego podzialu mejo-
tycznego. Uzyskiwana jest w czasie dojrzewania mejotycznego, zainicjowanego roz-
padem pecherzyka zarodkowego (GVBD - germinal vesicle breakdown) i kontynu-
owanego do momentu zatrzymania cyklu komérkowego w stadium metafazy dru-
giego podziatu mejotycznego (MIl). Natomiast zdolnos¢ oocytu do wznowienia
i ukonczenia mejozy okreslana jest mianem kompetencji mejotycznej. Kompetencja
mejotyczna osiggana jest stopniowo, podczas wzrostu oocytu i zalezy od jakosci
morfologicznej oraz stopnia strukturalno-funkcjonalnej dojrzatosci cytoplazmy (1).
Dojrzatos¢ cytoptazmatyczna warunkuje zdolno$¢ oocytu do zaptodnienia oraz
do zapoczatkowania i kontynuacji podziatéw mitotycznych zarodka (2). Z kolei doj-
rzato$¢ genomowa jest réwnoznaczna z prawidtowym zakoriczeniem proceséw epi-
genetycznych, towarzyszacych nabyciu imprintingu genomu matczynego (3).

2. Przebieg mejozy

Dojrzewanie oocytoéw in vitro przebiega w tempie podobnym jak w warunkach in
vivo (4). W badaniach prowadzonych na oocytach bydlecych wykazano, ze rozpad
pecherzyka zarodkowego zapoczatkowujgcy mejoze, tj. GVBD nastepuje po okoto
6 godz. od momentu umieszczenia komplekséw oocyt-komorki wzgorka jajonosne-
go w hodowli (5). Po okoto 12 godz. hodowli ponad 70% oocytow osigga stadium
metafazy | (4). Najwyzszag czestotliwos¢ wystepowania stadium anafazy | obserwo-
wano miedzy 12 a 14 godz. hodowli, natomiast stadium telofazy | miedzy 15 a 16 godz.
hodowli. Pierwsze oocyty w stadium metafazy Il (Mil) pojawiajq sie juz po 14 godz.
hodowli, a po okoto 18 godz. okoto 60% oocytéw uzyskuje dojrzatosc¢ jagdrowa. Od-
setek dojrzalych oocytow wzrasta stopniowo osiggajgc nawet okoto 90% po 24 godz.
hodowli (4). W stadium MIlI mejoza zostaje zatrzymana w wyniku dziatania czynnika
cytostatycznego, CSF (cytostatic factor) (6,7). Czynnik ten stabilizuje aktywnos¢ MPF
(M-phase promoting factor; maturation promoting factor) (6). Stwierdzono, ze wiele
biatek ma aktywnos¢ CSF, czyli wykazuje zdolnos¢ zablokowania cyklu w stadium
MIl, a wérdd nich kinazy MEK, MAP i p90"~. Whniknigcie plemnika podczas zaptod-
nienia inaktywuje CSF, czego wynikiem jest destabilizacja MPF, zakonczenie mejozy
i przejscie oocytu z fazy M do interfazy.

2.1. Rola cAMP
Mejoza w oocytach wiekszosci ssakdw rozpoczyna sie w czasie rozwoju ptodo-
wego lub krdtko po urodzeniu osobnika i trwa do momentu osiagniecia stadium di-

plotenu profazy pierwszego podzialu mejotycznego. W stadium tym, okreslanym
jako stadium pecherzyka zarodkowego, GV (germinal vesicle), cykl komérkowy oocy-
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tu zostaje zatrzymany. U dojrzatej ptciowo samicy w trakcie kazdego cyklu piciowe-
go jeden tub kilka oocytéw, w zaleznosci od gatunku, w odpowiedzi na hormonalny
impuls wznawia podzial mejotyczny. Impulsem tym jest przedowulacyjny wyrzut
hormonu luteotropowego (LH), ktéry indukuje zaréwno wznowienie mejozy jak
i owulacje. W warunkach in vitro wznowienie mejozy w oocytach ssakéw moze
nastgpi¢ spontanicznie, w konsekwencji izolacji oocytu z pecherzyka antralnego,
a nastepnie jego hodowli w odpowiedniej pozywce, bez koniecznosci stymulacji
tego procesu gonadotropinami. Mozliwos¢ taka wskazuje réwnoczesnie, ze ptyn pe-
cherzykowy oraz komorki pecherzyka sg odpowiedziatne za utrzymanie oocytu
w stadium GV, najprawdopodobniej poprzez biosynteze i sekrecje czynnikdw ha-
mujacych mejoze lub inhibicje zwigzkoéw stymulujacych mejoze, badz w wyniku
dziatania obu mechanizméw (8).

jednym ze zwigzkéw regulujacych cykl komorkowy jest cykliczny adenozynomo-
nofosforan (CAMP), ktérego dziatanie zostato opisane poczatkowo w oocytach gry-
zoni (9,10), a nastepnie u innych gatunkoéw ssakow, w tym réwniez bydfa (8). Wyso-
kie stezenie cAMP aktywuje kinaze biatkowag A (PKA; cAMP-dependent protein kinase).
Kinaza PKA fosforytuje dotychczas nie rozpoznane biatka, co skutkuje zablokowa-
niem mejozy w stadium GV. Natomiast za degradacje i inaktywacje cAMP odpowie-
dzialne sa fosfodiesterazy (PDEs). Obecno$¢ PDEs stwierdzono w pecherzykach jaj-
nikowych wszystkich badanych dotad gatunkéw, przy czym w oocycie obecna jest
forma PDE3 (8,11), natomiast w komorkach ziarnistych pecherzyka forma PDE4
(8,12). W wyniku zastosowania inhibitoréow PDE3 dochodzi do zatrzymania dojrze-
wania oocytu, zaréwno in vivo jak i in vitro, co wskazuje na udziat tego enzymu
w procesie dojrzewania (13,14).

Za synteze cAMP w oocycie odpowiedzialna jest cyklaza adenylowa (AC), jednak-
ze, mimo stwierdzenia ekspresji AC, nie znaleziono odpowiedzi na pytanie czy ilos¢
cAMP, ktora powstaje w oocycie jest wystarczajaca dla wywotania bloku mejotycz-
nego. W alternatywnej hipotezie zaktada sie, ze cAMP dyfunduje z komdrek ziarni-
stych do oocytu poprzez polaczenia szczelinowe. Dyfuzja cAMP z komoérek ziarni-
stych do cytoplazmy oocytu wraz z inaktywacjg PDE utrzymuje stezenie cAMP na
poziomie zapobiegajgcym wznowieniu mejozy (12). Prawdopodobne jest, jak sie
wydaje, ze aktywnos¢ PDE3 reguluje hipoksantyna, naturalny inhibitor wznowienia
mejozy (11). W badaniach przeprowadzonych na oocytach szczura wykazano, ze
PDE3 kontroluje zasoby cAMP w oocycie i jest niezbedny w regulacji GVBD (11). Spa-
dek poziomu cAMP, ktéry prowadzi do wznowienia mejozy, nastepuje w efekcie
dziatania gonadotropin, na skutek przerwania potaczen miedzykomérkowych mie-
dzy oocytem a komérkami ziarnistymi. Stwierdzono jednak, ze do zaniku potaczen
szczelinowych miedzy oocytem a komdrkami ziarnistymi dochodzi dopiero po kilku
godzinach od GVBD (15). Ta obserwacja doprowadzita do hipotezy, ze komorki ziar-
niste wydzielaja czynniki parakrynne znoszace hamujace dziatanie cAMP. Do grupy
takich czynnikéw, ktére in vitro znoszg hamujgce dziatanie cAMP, oprocz FSH, na-
leza rowniez naskoérkowy czynnik wzrostowy (EGF - epidermal growthfactor), soma-
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totropina (GH - growth hormone), oraz czynnik martwicy nowotwordéw (TNFa - tu-
mor necrosis factor a). Jednakze wymienione czynniki sg nieefektywne przy zastoso-
waniu inhibitoréw PDE silniejszych od hipoksantyny lub po uzupetnieniu pozywki
dwLimaslanem cAMP (dbcAMP - clibutyryl-cAMP) (12). W badaniach zmierzajgcych
do wykrycia czynnika syntetyzowanego przez komorki ziarniste, ktory posiadatyby
zdolnos¢ indukcji dojrzewania mejotycznego, doprowadzono do izolacji MAS (meio-
sis-activating sterol), pochodnej cholesterolu, ktéra jest obecna zaréwno w jadrach
jak ijajnikach (16). Czynnik FF-MAS (follicularfluid meiosis-activating sterol) zostat wy-
kryty w ptynie pecherzykowym. Wykazano, ze stezenie FF-MAS wzrasta pod dzia-
taniem gonadotropin (16). W warunkach hodowli in vitro FF-MAS znosi blokade me-
jozy wywotang dziataniem hipoksantyny, lecz nie jest zdolny do zniesienia bloku
mejotycznego wywotanego dodatkiem do pozywki dbcAMP (17). Reasumujgc, na
podstawie analogii do dobrze juz rozpoznanych molekularnych mechanizméw kon-
trolujgcych wznowienie mejozy u Xenopus mozna zatozy¢, ze regulacja tego procesu
w oocytach ssakow moze przebiegac za posrednictwem wielu Sciezek przekazywa-
nia sygnatéw. Sciezki te moga regulowaé poziom cAMP poprzez kontrole ekspres;ji
PDE3 w oocycie. Spadek stezenia cAMP moze by¢ wystarczajgcym bodzcem dla
wznowienia mejozy; jednakze w Swietle najnowszych badan nalezy przypuszczac,
ze istniejg sygnaty, ktore znosza hamujgce dziatanie cAMP.

2.2. Czynnik dojrzewania mejotycznego MPF i zwigazki modulujgce jego ak-
tywnos¢ (fosfataza cdc25b, biatko Ringo)

Nabywanie kompetencji mejotycznej jest skorelowane ze zmianami w akumula-
cji i aktywacji biatek regulujgcych cykl komoérkowy, 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 potaczenia podjednostki katalitycznej
p34cdc2 2 podjednostka regulatorowa - cykling B (18). Kompleks MPF jest giéwnym
czynnikiem regulujacym przejscie z fazy G2 do M w procesie mejozy i mitozy (19).

W trakcie profazy pierwszego podzialu mejotycznego MPF pozostaje w stanie
nieaktywnym (pre-MPF) w nastepstwie hamujgcej fosforylacji treoniny 14 i tyrozyny
15 kinazy przez kinaze Mytl i kinaze Weel, przy czym ta ostatnia fosforylu-
je tylko tyrozyne w pozycji 15 Cdc2 (20). Po uwolnieniu oocytu z pecherzyka w jego
cytoplazmie dochodzi do spadku stezenia cAMP oraz do aktywacji MPF. Aktywacja
MPF wymaga defosforylacji p34"“"™ treoniny w pozycji 14 i tyrozyny w pozycji
15 przez fosfataze Cdc25b (21), oraz fosforylacji p342" treoniny w pozycji
161 przez kinaze aktywujacg CAK (cyclin-dependent kinase-activating kinase; czyli
cCk-activating kinase) (22,23). Poczatkowo uwazano, ze kinaza Cdc25c jest niezbed-
na dla aktywacji kompleksu p34~"2/cyklina B u kregowcéw (22). Nastepnie stwier-
dzono, ze inaktywacja tej kinazy w oocytach myszy nie powodowata zaburzen mejo-
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zy, a w konsekwencji zaburzen ptodnosci (24). Natomiast oocyty myszy z inaktywo-
wanym genem cdc25b (cdc25'/) nie byty zdolne do aktywacji MPF, co skutkowato
ich bezptodnoscig. Zjawisku temu mozna byto przeciwdziata¢ poprzez mikroiniek-
cje mRNA Cdc25b do oocytow ze znokautowanym genem cdc25'/*. W eksperymencie
tym wykazno, ze kinaza Cdc25b jest niezbedna dla aktywacji MPF (21). Z kolei w ba-
daniach na oocytach Xenopus wykazano, ze kinaza Pixl (bedgca odpowiednikiem ki-
nazy Piki u myszy), nalezaca do tzw. rodziny kinaz POLO lub PLKs (polo like kinases),
fosforyluje fosfataze Cdc25, jednak dotychczas nie wyjasniono czy PIxl zapoczagtko-
wuje proces aktywacji p34™2 ~25). Na uwage zastuguje réwniez obserwacja, ze
u Xenopus kinaza PLxl aktywowana jest wczesniej niz kinaza p34*™ zaréwno
w trakcie mejozy jak i mitozy (25). Natomiast u myszy stezenie kinazy Piki znaczaco
wzrasta po zapoczatkowaniu GVBD (26). Trudno jednakze na tej podstawie wnio-
skowag, czy kinaza Piki aktywuje kinaze Cdc25, podobnie jak ma to miejsce u Xenopus.

Aktywny czynnik MPF odpowiedzialny jest za rozpoczecie GVBD, kondensacje
chromosoméw i utworzenie wrzeciona kariokinetycznego pierwszego podziatlu me-
jotycznego (19). Istniejg jednak sprzeczne doniesienia dotyczace roli MPF w kon-
densacji chromatyny oocytu. Badajgc oocyty bydlece Tatemoto i Terada (27) stwier-
dzili, ze p34™2 wywiera duzy wptyw na kondensacje chromatyny, natomiast Kubet-
ka i wsp. (28) uwazaja, ze kondensacja chromatyny nastepuje bez udziatu aktywne-
go MPF. Rezultaty podobne jak u bydta Kubetka i wsp. (29) uzyskali na oocytach Swi-
ni. Autorzy ci uwazajg, ze kondensacja chromatyny oraz GVBD moga wystapi¢ bez
udziatu aktywnej kinazy p34*“™. Natomiast, wéwczas gdy kinaza ta zostanie zablo-
kowana, np. przez butyrolakton [, dla wystgpienia GVBD jest niezbedna zwiekszona
aktywnos$¢ kinazy MAP (29).

W przeciwienstwie do oocytdw myszy czy szczura, GVBD w oocytach owcy, kro-
wy i kozy wymaga obecnos$ci nowo syntetyzowanych biatek (1). Oocyty bydlece nie-
zdolne do wznowienia mejozy pozostajg w stadium GV, poniewaz nie dysponujg od-
powiednig iloscig cykliny B (30). Réwniez w badaniach przeprowadzonych na oocy-
tach Swinskich wykazano, ze wznowienie dojrzewania mejotycznego wymaga dzia-
tania kaskady aktywujacej kinaze w oocytach, ktére juz zgromadzity cykline
B (31). Natomiast w oocytach myszy, zarébwno mejotycznie kompetentnych jak i nie-
kompetentnych, stezenie cykliny B jest okoto 7-krotnie wieksze od stezenia kinazy
p34cdc2 (32), Stezenie kinazy p34™™ i cykliny B wzrasta w trakcie dojrzewania oocy-
tu. Ponadto wykazano, ze w mejotycznie kompetentnych jak i niekompetentnych
oocytach mysich stezenie kinaz cdc25 i weel jest wyzsze od stezenia p34™*™, W ba-
daniach tych wskazuje sie, ze czynnikiem limitujgcym tempo nabywania kompeten-
cji mejotycznej jest nagromadzenie kinazy (32).

Wraz z progresja dojrzewania jagdrowego oocytu nastepujg zmiany w aktywnosci
MPF. Od momentu GVBD aktywnos$¢ MPF stopniowo narasta. Po osiggnieciu warto-
$ci maksymalnej w metafazie | aktywnos¢ MPF maleje, co pozwala na kontynuacje
mejozy do stadium anafazy 1 Po wyrzuceniu pierwszego ciatka kierunkowego ak-
tywnos¢ MPF ponownie wzrasta az do momentu osiggniecia przez komoérke stadium
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metafazy Il. Kolejny spadek aktywnosci MPF obserwowano w oocytach bydlecych po
30 do 40 h od rozpoczecia dojrzewania in vitro (33), co ttumaczy tatwos¢ sponta-
nicznej aktywacji starzejgcych sie komorek jajowych. Inaktywacja MPF nastepuje
w wyniku partenogenetycznej aktywacji lub zaptodnienia komoérki jajowej (33).
Do roli modulatora aktywnosci MPF pretenduje biatko Ringo/Speedy, po raz
pierwszy zidentyfikowane i scharakteryzowane u Xenopus (34). Nadekspresja Ringo
w oocytach Xenopus aktywowata MPF i kinaze MAP {mitogen activated protein kinase).
Natomiast w badaniach przeprowadzonych przez Terret i wsp. (35) na oocytach my-
szy wskazuje sie, ze Ringo uczestniczy w dojrzewaniu mejotycznym poprzez inter-
akcje z kinazg a nie poprzez aktywacje Sciezki aktywujgcej kinaze MAP. In-
iekcja Ringo do cytoplazmy oocytu myszy Mos” blokowata wyrzucenie ciatka kie-
runkowego zaréwno w pierwszym jak i w drugim podziale mejotycznym (35), nato-
miast iniekcja Mos nie miata wptywu na wyrzut pierwszego ciatka kierunkowego
(36). Obserwacje te dowodza, ze Ringo uczestniczy w regulacji dojrzewania mejo-
tycznego oocytéw myszy, aktywujgc Sciezki inne niz Mos/.../MAPK. Biatko Ringo jest
najprawdopodobniej modutatorem aktywnosci MPF w krytycznych momentach doj-
rzewania mejotycznego, tj. podczas wejscia w faze M oraz wyjscia z tej fazy, pod-
czas | i Il podzialu mejotycznego. Biatko Ringo, inicjujac wzrost aktywnosci MPF
przed wystgpieniem GVBD, uczestniczy w procesie wznowienia mejozy, a nastepnie
w utrzymaniu wysokiego poziomu aktywnosci kompleksu MPF w stadium MII (37).

2.3. Kinazy MAP i kinaza rybosomowego biatka S6, p90rsk

Kolejne biatka kontrolujgce dojrzewanie oocytu naleza do rodziny kinaz MAP
(mitogen activated protein kinase). Sg to serynowo-treoninowe kinazy biatkowe, ktore
biorg udziat w przekazywaniu sygnatu od btony komérkowej do wnetrza komorki.
Kinazy MAP mogg przemieszczaé sie z cytoplazmy do jagdra komérkowego, gdzie
fosforylujg czynniki transkrypcyjne, wplywajac tym samym na ekspresje genéw (37).
Sposréd kinaz MAP najlepiej scharakteryzowane sg kinazy ERK (extracellular regula-
ted protein kinase), p42-ERK2 i p44-ERKI okreslane réwniez jako p44MAPKi | p42MAPK2
(38). Aktywacja i regulacja aktywnosci tych kinaz nastepuje poprzez zewnatrzko-
morkowe sygnaly, takie jak czynniki wzrostu i neurotransmitery. Aktywacja kinaz
MAP zachodzi w wyniku fosforylacji treoniny i tyrozyny przez kinaze kinazy MAP
czyli MAPKK lub MEK (MAP kinase kinase) (39). Z kolei aktywacja kinazy MEK moze
nastepowac¢ pod wptywem specyficznych enzyméw jak c-ras, c-raf lub c-mos na-
lezacych do rodziny kinaz kinazy MAP (MAPKKK) (40,41). W oocytach myszy kinaza
MEK aktywowana jest przez kinaze Mos, natomiast u myszy Mos” kinaza Rafl nie
aktywizuje Sciezki MEK/MAPK (36).

Dotychczasowa znajomosc¢ funkcji kinaz MAP w oocytach zwierzat domowych
jest znacznie skromniejsza w poréwnaniu do znajomosci tych proceséw u Xenopus
czy myszy. Dotyczy to zwtaszcza znajomosci sposobu w jaki regulujg one dojrzewa-
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nie mejotyczne. Wiadomo, ze kinaza MAP odpowiedzialna jest za utrzymanie chro-
matyny oocytu w stanie skondensowanym w trakcie przejscia MI/MII czyli w okresie
kiedy MPF ulega inaktywacji (36). Rowniez polimeryzacja i depolimeryzacja mikrotu-
bul wrzeciona, przemieszczanie sie wrzeciona oraz kondensacja chromatyny oocy-
tow wymagajg aktywnosci kinaz MAP. Inaktywacja kinazy MAP w trakcie przejscia
MI/MII hamuje segregacje chromosoméw, wyrzucenie pierwszego ciatka kierunko-
wego oraz utworzenie wrzeciona podzialowego drugiego podzialu mejotycznego
(42). Ponadto, aktywnos$¢ kaskady Mos/.../kinaza MAP jest konieczna dla zablokowa-
nia dojrzewajgcych oocytéw w stadium Mil.

Fizjologicznym substratem kinazy MAP, najlepiej dotychczas poznanym i obec-
nym w oocytach zaréwno Xenopus, jak i myszy oraz Swini, jest kinaza rybosomowe-
go biatka S6, p90"M (43-45). W oocytach Xenopus kinaza ta, aktywowana przez kina-
ze MAP, powoduje unieczynnienie kinazy Mytl. Z kolei zniesienie hamujgcego
wplywu Mytl prowadzi do aktywacji MPF (43). W oocytach myszy i Swini stwierdzo-
no, ze czesciowa aktywacja kinazy p90'* nastepuje niezaleznie od kinazy MAP, na
krotko przed wystgpieniem GVBD, natomiast jej catkowita aktywacja, nastepujaca
po rozpadzie pecherzyka zarodkowego, jest zalezna od kinazy MAP (44,45). Dysku-
syjna jest koniecznos¢ kaskady kinaz MAP dla wznowienia mejozy w oocytach
zwierzat domowych. Obecnie przewaza poglad, ze nie jest ona konieczna dla wzno-
wienia mejozy w oocytach ssakéw (46-48). W oocytach bydlecych aktywacja kinazy
MAP nastepuje réwnoczesnie z aktywacjg MPF, czyli w trakcie GVBD (49). jednakze
wznowienie mejozy oraz jej kontynuacja moze nastgpi¢ w oocytach bydlecych bez
aktywacji kinazy MAP (46). Mozliwe, ze kaskada MEK/MAPK/ p90't" jest potrzebna
podczas wznowienia mejozy w oocytach klaczy, gdyz aktywacje kinazy MAP obser-
wuje sie przed wystgpieniem GVBD (50). Natomiast w oocytach kozy aktywacja kina-
zy MAP nastepuje po wystgpieniu GVBD (51). Z kolei w badaniach przeprowadza-
nych na oocytach $wiriskich wykazano, ze kinaza MAP aktywowana jest, podobnie
jak u bydta, jednoczesnie z MPF w trakcie GVBD, lecz aktywacja MPF i wznowienie
mejozy moze nastapi¢ bez jej udziatu (47,48). Natomiast Fan i wsp. (45) uwazajg, ze
aktywnos¢ kaskady MEK/MAPK/p90“** jest niezbedna dla wznowienia wzbudzonej
gonadotropinami mejozy w kompleksach oocyt-komoérki wzgorka jajonosnego $wi-
ni. Wedtug tych autoréw spontaniczne wznowienie mejozy w oocytach pozbawio-
nych komérek wzgorka nie wymaga aktywnosci MAPK/p90"* (45). Wysoki poziom
aktywnosci kinazy p90™*" w dojrzewajgcych oocytach swini wspomaga formowanie
wrzeciona podzialowego, akumulacje cykliny B oraz zatrzymanie mejozy w stadium
metafazy Il. W badaniach poréwnujacych rozmieszczenie oraz stezenie ERKI i ERK2
oraz p90"™ dowiedziono, ze kinaza p30*'* jest mediatorem dziatania kinazy MAP
w dojrzewaniu mejotycznym oocytow tego gatunku (45).

W czasie GVBD wzrostowi aktywnosci czynnika MPF towarzyszy aktywacja oby-
dwu kinaz MAP, tj. p42-ERK2 i p44-ERKI, nastepnie ulegajg one stopniowej fosfory-
lacji, a petna fosforylacja nastepuje w momencie, gdy mejoza osigga stadium Ml
(52). W przeciwienstwie do MPF, ktérego aktywnos¢ maleje miedzy dwoma mejo-
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tycznymi metafazami, aktywnos¢ kinazy MAP utrzymuje sie w czasie catego procesu
mejozy (52). Inaktywacja kinazy MAP nastepuje, podobnie jak MPF, po partenogene-
tycznej aktywacji lub zaptodnieniu komorki jajowej (52).

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

Dla wlasciwego przebiegu dojrzewania mejotycznego konieczne jest utworzenie
morfologicznie i fizjologicznie prawidlowego wrzeciona podzialowego. W trakcie
mejozy polimeryzacja i depolimeryzacja mikrotubul wrzeciona oraz przemieszcza-
nie sie wrzeciona koreluje z aktywnoscig kaskady Mos/.../kinaza MAP (36,42,53).
W pierwszych obserwacjach przeprowadzonych na drozdzach Saccharomyces cerevisiae
wykazano, ze w nastepstwie zablokowania genu kodujgcego kinaze Pik nie nastepu-
je utworzenie mejotycznego wrzeciona podzialowego (54). W oocytach myszy kina-
za Piki jest juz obecna w stadium GV, ale jej stezenie znaczgco wzrasta po 5 do
8 godz. od GVBD. Wzrost stezenia Piki koreluje z poczatkiem formowania, a na-
stepnie migracji wrzeciona podzialowego w kierunku powierzchni oocytu (26).
W obserwacjach tych wskazuje sie, ze kinazy POLO biorg udziat w formowaniu
wrzeciona podziatowego.

Za prawidtowa migracje wrzeciona podziatowego do strefy podkorowej oprécz
kinaz MAP odpowiedzialne jest réwniez niedawno zidentyfikowane (55) biatko
formin-2 (Fmn2). Myszy ze znokautowanym genem Fmn2 (Fmn2‘/) owulowaly
oocyty w stadium metafazy 1. Zjawisku temu przeciwdziatata mikroiniekcja mRNA
Fmn2 do oocytu (55). Wrzeciono podziatowe w oocytach myszy Fmn2'/' zlokalizo-
wane bylo centralnie, co uniemozliwiatlo wyrzucenie pierwszego ciatka kierunko-
wego. W rezultacie zaptodnienia takich oocytow dochodzito do powstania triplo-
idalnych i pentaploidalnych zarodkéw, ktére nastepnie ulegaly resorpcji badz po-
ronieniu (55). Dowiedziono zatem, ze biatko Fmn2 jest konieczne dla acentryczne-
go umiejscowienia wrzeciona podziatowego w oocytach oraz, ze Fmn-2 jest pierw-
szym zidentyfikowanym genem odpowiedzialnym za polaryzacje oocytéw ssakow
(55,56).

Wczesniej wspomniano juz, ze aktywnos¢ kaskady Mos/.../kinaza MAP jest ko-
nieczna dla zablokowania dojrzewajacych oocytéw w stadium Mli. Zastanawia fakt,
ze pomimo aktywnosci tej kaskady nie dochodzi do zatrzymania mejozy w stadium
MI, tak jak to ma miejsce w Mil. Prawdopodobnie decyduje o tym niedawno wykryte
w oocytach myszy biatko MISS (MAP - kinase-interacting and spindle-stabilizing prote-
in), ktére jest odpowiedzialne za utrzymanie integralnosci wrzeciona podzialowego
Mil w trakcie bloku mejozy wywotanego aktywnoscig cytostatyczng (57). Stwierdzo-
no, ze biatko MISS jest stabilne tylko w czasie MII oraz, ze jest fosforylowane po-
przez Sciezke Mos/.../kinaza MAP. Natomiast w czasie Ml ulega degradacji w wyniku
dziatania innej Sciezki, niezaleznej od Mos. W dos$wiadczeniu tym wskazuje sie, ze
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kaskada Mos/.../kinaza MAP w stadium MIl stabilizuje nie tylko czynnik MPF, ale
réwniez wrzeciono Il podziatu mejotycznego (57).

3. Zaleznos¢ kompetencji mejotycznej oocytu od wielkosci pecherzyka
jajnikowego i dojrzatosci pitciowej samicy

Do momentu utworzenia jamki pecherzyka (antrum) oocyt, bedacy w stadium di-
plotenu pierwszego podzialu mejotycznego, intensywnie zwieksza swojg objetos¢.
W tym czasie wzrost oocytu i pecherzyka przebiega réwnolegte. Po uformowaniu
jamki wzrost oocytu przebiega znacznie wolniej niz wzrost pecherzyka. W analizie
kompetencji mejotycznej oocytéw, ktére nie osiagnely jeszcze petnego wzrostu wy-
kazano, ze moga one po uwolnieniu z pecherzyka wznowi¢ proces mejozy, jednak-
ze nie zostanie on ukoniczony czyli oocyt nie osiggnie stadium MIl. Mimo ze w oocy-
tach izolowanych z malych pecherzykéw antralnych nastepuje GVBD, to jednak pro-
ces mejozy ulega zablokowaniu, najczesciej w stadium MI. Na tej podstawie uzna-
no, ze dla uzyskania zdolnosci rozwojowej, a zatem takze dojrzalosci mejotycznej,
konieczny jest rozwdj oocytu w srodowisku pecherzyka antralnego, przynajmniej
do czasu ukonczenia fazy wzrostu (58). Oocyty bydlece i Swiniskie kontynuujg
wzrost w pecherzykach, ktore juz utworzyty antrum, totez oocyty pochodzace z pe-
cherzykéw antralnych r6znigcych sie wielkoscia wykazujg zréznicowanie kompeten-
cji mejotycznej (59). Dojrzatos¢ mejotyczna jest zatem Scisle zwigzana z wielkoscig
oocytu, ktora z kolei jest uwarunkowana wielkoscig pecherzyka (60). Stwierdzono,
ze oocyty bydlece (takze sSwiniskie i kozie) o $rednicy 100 pm sajuz zdolne do wzno-
wienia mejozy, a oocyty o $rednicy 110 pm sg zdolne do ukorczenia dojrzewania
jadrowego w stadium Mil. Natomiast oocyty bydlece o Srednicy <95 mm nie sg
zdolne do wznowienia mejozy in vitro (61).

Kolejnym czynnikiem decydujacym o kompetencji mejotycznej jest dojrzatosé
piciowa samicy. W badaniach poréwnawczych na oocytach dojrzalych i niedoj-
rzatych piciowo zwierzat wykazano, ze oocyty uzyskane z jajnikéw dojrzatych picio-
wo krow cechuje wieksza zdolno$¢ rozwojowa w poréwnaniu do oocytow cielat.
Przyczyne tego stanu upatruje sie w nieprawidtowos$ciach podczas uzyskiwania doj-
rzatosci jadrowej i cytoplazmatycznej oocytdw zwierzgt niedojrzatych piciowo (62).
Ledda i wsp., (63) wykazali, ze oocyty jagnigt cechuje znacznie nizszy poziom ak-
tywnosci MPF w poréwnaniu do oocytéw uzyskanych od owiec. Podobne badania
przeprowadzono na oocytach bydlecych poréwnujac aktywnos¢ MPF i kinazy MAP.
Zaréwno aktywnos$¢ MPF jak i kinazy MAP byla istotnie mniejsza w oocytach cielat
w wieku ponizej 6 miesiecy (64). W badaniach Chohan i wsp. (65) nad zdolnoscig by-
dlecych oocytéw ptodowych do wznowienia mejozy i jej kontynuacji do stadium Mil
wykazano, ze nabycie dojrzatosci jadrowej uzaleznione jest od konfiguracji chroma-
tyny, czyli od podstadium GV, w ktérym znajduja sie oocyty w momencie izolacji
z pecherzyka. Oocyty, ktére wznawialy mejoze oraz osiggaty stadium MIl in vitro,
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w momencie izolacji posiadatly wysoce skondensowang chromatyne. Ceche te wyka-
zywato 94% oocytéw bydlecych, ale tylko 27% oocytéw ptodowych. Powodem nie-
wielkiego odsetka kompetentnych oocytéw ptodowych byt brak odpowiedniej kon-
densacji chromatyny w momencie rozpoczecia dojrzewania in vitro (65).

4. Podsumowanie

Poznanie molekularnych podstaw procesu dojrzewania oocytow poprzez identy-
fikacje czynnikéw biorgcych w nim udzial, okres$lenie ich funkcji oraz wzajemnych
zaleznosci pomiedzy poszczegoOlnymi elementami kaskad pomoze w optymalizacji
warunkéw hodowli in vitro. Optymalizacja metod dojrzewania oocytoéw in vitro, pro-
wadzacych do uzyskiwania gamet zenskich o potencjale poréwnywalnym z komoér-
kami dojrzewajacymi w warunkach in vivo, znacznie zwiekszytaby mozliwosci dal-
Sszego rozwoju szeregu metod biotechnologii rozrodu, tj. pozaustrojowej produkcji
zarodkow, klonowania ssakéw czy uzyskiwania zwierzat transgenicznych.

Praca finansowana ze $rodkéw KBN nr grantu; PZB-KBN-084/P06/2002/4.4.
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