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1.Wstep

rodukcja zarodkéw in vitro nalezy do waznych biotechnik wspomagajacych
Prozréd zwierzat. Umozliwia ona zaréwno uzyskanie wiekszej liczby potom-

stwa od samicy jak i tatwiejszy dostep do gamet i zarodkéw. Hodowla in vitrc
obejmuje dojrzewanie oocytéw (in vitro maturation — IVM), zaptodnienie (in
vitrofertilization — IVF) i hodowle zarodkéw (in vitro embryo culture — FVC).
Zarodki wyprodukowane in vitro sg wykorzystywane m.in. w badaniach nad
klonowaniem, oznaczaniem pici, w analizie cytogenetycznej czy w produkcji
zwierzat transgenicznych (1,2). Podstawg sukcesu w pozaustrojowej produkcji
zarodkoéw jest stworzenie odpowiednich warunkéw zblizonych do tych, panu-
jacych w drogach rodnych samicy (2,3). W dotychczasowych badania wyka-
zuje sie niedoskonato$¢ systemu in vitro wyrazajaca sie m.in. nizsza jakoscig
zarodkow uzyskanych tg drogg w poréwnaniu z zarodkami wyprodukowanymi
in vivo, szczegdlnie pod wzgledem potencjatu rozwojowego. R6znorodnos$¢ czyn-
nikdw oddziatujgcych na rozwijajgce sie in vitro zarodki, czasami daje efekt
W postaci spontanicznej aktywacji partenogenetycznej. Wykazano, ze okoto 5%
oocytow bydlecych poddanych dojrzewaniu i zaptodnieniu in vitro ulega spon-
tanicznej aktywacji partenogenetycznej (4-8). Trudnosci w morfologicznym od-
réznieniu partenogenonéw (oocyty, ktére po aktywacji partenogenetycznej pod-
legajg procesowi bruzdkowania) od prawidtowych zarodkéw na wczesnych
etapach rozwoju, moze by¢ jedng z przyczyn obnizonej skutecznosci zabiegdéw
przenoszenia zarodkéw wyprodukowanych in vitro. Dotyczy to zarbwno zwie-
rzat (4) jak i ludzi (9).

Z pojeciem partenogenezy wigza sie gyno- i androgeneza. Partenogeneza
polega na powstaniu zarodka z gamety zenskiej bez udziatu gamety meskiej.
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sztuczna
aktywacja

Rys. 1. Schemat przedstawiajacy zmiany zachodzace po zaptodnieniu lub aktywacji oocytow
ssakOw: a) prawidtowe zaptodnienie dojrzatego oocytu przez plemnik i powstanie zygoty: b) akty-
wacja dojrzatego oocytu przez czynnik Srodowiskowy i powstanie partenogenona; c) aktywacja
dojrzatego oocytu przez plemnik, uszkodzenie materiatu genetycznego plemnika i rozwoéj struktury
pochodzenia gynogenetycznego; d) aktywacja dojrzatego oocytu przez plemnik, uszkodzenie ma-
terialu genetycznego oocytu i rozwdj struktury pochodzenia androgenetycznego.

Z gyno- lub androgenezg mamy do czynienia, wtedy gdy oocyt jest aktywo-
wany przez plemnik. Powstcily zarodek rozwija sie jednak przy udziale wy-
tacznie genomu zenskiego (gynogeneza) lub meskiego (androgeneza) (rys. 1).
Morfologiczne rozréznienie partenogenonéw w zaleznosei od mechanizmu ich
powstania jest, jak dotychezas, niemozliwe. Analiza cytogenetyczna moze by¢
pomocna dla wyrdznienia partenogenondw pochodzenia androgenetycznego,
gdyz S$rednio potowa z nich powinna posiada¢ chromosom Y, Pojawiajg sie
one znacznie rzadziej niz poprzednie dwa typy i wykazujg duzo stabszy po-
tenejat rozwojowy (10).

2. Przyczyny wystepowania spontanicznej aktywacji
partenogenetycznej

Mechanizm aktywacji oocytu

U samic ssakOw proces mejozy rozpoczyna sie juz w zyciu ptodowym. Po-
dziat mejotyczny zatrzymywany jest w stadium profazy pierwszego podziatu
mejotycznego (diploten) i taki stan jadra oocytow zwany diktiotenem, utrzy-
many jest do chwili osiggniecia przez samice dojrzatosci ptciowej. Za gtéwny
regulator dynamiki przebiegu cyklu komérkowego uznawany jest czynnik sty-
mulujacy podziait mejotyczny, okreslany terminem MPF {meiosis promotingfac-
tor) (11). Pojwienie sie jego aktywnej formy w oocycie znajdujagcym sie w fazie
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diktiotenu, powoduje uruchomienie podziatlu mejotycznego zatrzymanego w di-
plotenie. Aktywno$¢ czynnika MPF zmienia sie w zaleznosci od fazy podziatu
mejotycznego, pozostajac na wysokim poziomie w stadium metafazy drugiej
mejozy. W tym momencie dochodzi do powtdérnego zatrzymania podziatu mejo-
tycznego, ktdiy trwa do chwili zaptodnienia lub aktywacji oocytu. Penetracja
oocytu przez plemnik wywotuje szereg zmian, m.in. zmiane przepuszczalnosci
btony cytoptazmatycznej oocytu, w efekcie czego do oplazmy zaczynajg prze-
nika¢ jony wapnia. Efektem tych zmian m.in. jest gwattowny spadek koncen-
tracji czynnika MPF w ooplazmie. Tak zaktywowany oocyt kohczy podziat me-
jotyczny (8,11) co manifestuje sie wyrzuceniem drugiego ciatka kierunkowego
(I ck). W oocytach zaktywowanych partenogenetycznie stwierdza sie poczat-
kowo zmiany analogiczne do tych zachodzacych w prawidtowo zaptodnionych
oocytach, tzn. wzrost poziomu wapnia wewnatrzkomdrkowego oraz egzocytoze
ziaren korowych oocytu, co z kolei powoduje stwardnienie ostonki przejrzystej
(blok potispermii). Dalsze zmiany obejmujg wznowienie podziatu mejotycznego,
dekondensacje chromatyny i tworzenie przedjadrza zenskiego. Czes¢ zaktywo-
wanych partenogenetycznie oocytdéw podlega procesowi bruzdkowania (12),

Do tej poiy opisano szereg czynnikOw w}rwotujagcych aktywacje partenoge-
netyczng in vitro. Czynniki te, obok aktywacji oocytu, sg zrédiem niekorzy-
stnych zmian czesto prowadzacych do zamierania komoérek (13,14).

Rodzaje czynnikow aktywujacych

Sztuczna aktywacja oocytu moze by¢ wynikiem dziatania r6znorodnych
czynnikow fizycznych (mechaniczne, termiczne, elektryczne) i chemicznych
(tab. 1). Dziatanie ich polega na zachwianiu homeostazy oocytu, w wyniku
czego nastepuje zwolnienie bloku mejotycznego. W warunkach in vitro oocyty
poddawane sg manipulacjom, przez co sg narazone na wahania temperatury,
pH, bodzce mechaniczne oraz zmiany sktadu chemicznego pozywki (14,15).

Tabela 1
Mechanizmy dziatania wybranych czynnikéw aktywujgacych

Czynniki aktywujace Efekt
mechaniczne (nakluwanie, uszkodzenia mechaniczne blony
przenoszenie oocytow z pozywki na cytoptazmatycznej oocytu — zmiana jej
pozywke itp.) przepuszczalnosci
szoki termiczne zmiana przepuszczalnosci btony cytoptazmatycznej

depotaryzacja btony cytoptazmatycznej —

szoki elektryczne zmiana jej przepuszczalnosci

enzymy proteolityczne (trypsyna, destrukcja biatek btony cytoptazmatycznej —
hialuronidaza) zmiana jej przepuszczalnosci
jony (Mg2+, Ca2+, La™j przemieszczanie jonéw wapnia do wnetrza oocytu

zmiany pH oocytu, zniszczenie cytoszKieletu,

anastetyki (chloroform, eter, etanol) zmiany przepuszczalnosci blony cytoptazmatycznej
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Zarowno roznorodnos¢ jak i ztozono$¢ dziatania czynnikow aktywujacych
w warunkach in vitro, wskazuja na potrzebe dopracowania warunkéw ho-
dowhi, ze szczegotnym uwzgtednieniem skitadu pozywek. Przykiadowo, pozyw-
ka Krebsa-Ringera tub lyrode’'a z dodatkiem atbuminy bydlecej, mleczanu
sodu, pirogronianu sodu i glukozy jako zrédta energii, moze mie¢ dziatanie
aktywujace i jest nawet uznawana za odpowiednig do hodowli partenogeno-
now (4,15). Dodanie do poz}rwki ptynu pecherzykowego oraz prawidtowa se-
lekcja oocytow do dojrzewania moga obnizy¢ czestotliwos$¢ zachodzenia spon-
tanicznej aktywacji partenogenetycznej (4,16,17). Wykazano tez Kkorzystny
wplyw pozywki TCM-199 na zapobieganie wystepowaniu spontanicznej akty-
wacji (18).

Odpowiedz oocytu na ktorykolwiek z czynnikéw aktywujacych jest uza-
lezniona nie tylko od intensywnosci jego dziatania, lecz takze od gatunku
dawcy oocytow, np. etanol nie aktywuje oocytow ludzkich (13), ale czesto
pod jego wptywem aktywacji ulegaja oocyty mysie (9, 19). Bodzce chemiczne
sg tez mato skuteczne dla aktywacji oocytow chomika (20). Z kolei do zak-
tywowania oocytow bydlecych najczesciej wykorzystuje sie impulsy elektry-
czne (12). Réwniez wiek poowulacyjny oocytu nie jest bez znaczenia. Oocyty
starsze tzn. wiele godzin po owulacji lub dituzej inkubowane in vitro, sg
bardziej wrazliwe na zmiany warunkéw otoczenia. Wraz z uptywem czasu
obniza sie bowiem stabilno$¢ btony cytoplazmatycznej oocytu jak i bloku
mejotycznego (14).

3.Rodzaje partenogenonéw

Wiekszo$¢ aktywowanych partenogenetycznie oocytéw konczy podziat me-
jotyczny wraz z wyrzuceniem drugiego ciatka kierunkowego i utworzeniem
haptoidatnego przedjadrza. Po replikacji moze ono da¢ poczatek genetycznie
identycznym blastomerom. Tak powstajg haploidalne partenogenony ho-
mogenne.

Wraz z uptywem czasu po owulacji, wrzeciono podziatowe wedruje do
centrum oocytu. Efektem aktywacji w tym momencie sg dwa, prawie réwne
btastomery, zamiast komoérki jajowej i ciatka kierunkowego. W ten sposéb,
po podziale bezposrednim, powstajg haploidalne partenogenony mozaiko-
we. Podziat bezposredni nie jest poprzedzony utworzeniem przedjadrzy i re-
ptikacjg DNA. Poniewaz takie partenogenony posiadaja dwie, rézne genety-
cznie, haploidalne linie komoérkowe, okreslane sg mianem mozaikowych.

Powstanie haptoidalnego partenogenona mozaikowego moze nastgpic
w przypadku utworzenia przedjadrzy po aktywacji oocytu. Jedno z nich to
wilasciwe przedjadrze zenskie, drugie — pochodzi z zatrzymanego |l ck. Je-
zeli przedjadrza zostang rozdzielone w procesie cytokinezy przed zajsciem
ich fuzji, powstanie uktad haptoidalny, jezeli natomiast dojdzie do ich fuzji
przed cytokineza konczy sie powstaniem diploidalnego partenogenona,
w ktérym kazdy blastomer posiada taki sam materiat genetyczny. Poniewaz
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pary chromosomoéw homologicznych wywodzg sie z chromatyd zrekombino-
wanych, takie partenogenony noszg nazwe heterozygotycznych (14,15,19).

Czesto$¢ pojawiania sie poszczegolnych typow podziatow komorkowych
jest zalezna od wieku poowulacyjnego oocytéw, gatunku ich dawcy i rodzaju
czynnika aktywujgcego (14).

Wedtug obserwacji Didion i wsp. (1990) spontanicznie zaktywowane oocyty
mysie miaty z reguly haploidainy zestaw chromosoméw, a oocyty Swini —
diploidalny. Niska osmolamos¢ pozywki przyczynia sie do powstania parteno-
genondéw z dwoma przedjadrzami (po zatrzymaniu Il ck) (14). Z kolei hialuro-
nidaza indukuje przede wszystkim powstawanie haploidalnych partenogeno-
néw (utworzonych po wyrzuceniu Il ck). Po zastosowaniu szoku termicznego
lub elektrycznego, obserwuje sie przewage haploidalnych partenogenonéw
(homogennych, mozaikowych). Aktywacja starzejacych sie oocytow prowadzi
do powstania gtownie mozaikowych partenogenonéw haploidalnych (14,15).

Kariotyp partenogenondw nie jest stabilny i wraz z kolejnymi podziatami
moze ulega¢ zmianom. Jadra blastomeréw w partenogenonach hapoloidal-
nych wykazuja tendencje do diploidyzacji. W ten sposéb mogg sie utworzyc¢
linie komérkowe haplo- i diploidalne. Diploidyzacja moze by¢ wynikiem albo
fuzji dwéch haploidalnych jader powstatych po podziale kariokinetycznym
bez cytokinezy, albo w wyniku endoreduplikacji. Podobne zjawisko w par-
tenogenonach diploidalnych powoduje powstanie ukiadu tetraploidalnego.

Aberracje liczby chromosoméw (aneuploidie), bedace wynikiem nondy-
sjunkcji, sg réwniez obserwowane w haploidalnych partenogenonach. Jesli
nondysjunkcja zajdzie podczas drugiego podziatu mejotycznego, wowczas po
wyrzuceniu |l ck w komdrce pozostanie zestaw haploidainy z nadmiarem
lub brakiem chromosomu (-6w). Jesli Il ck nie bedzie wyrzucone, a uformujg
sie dwa przedjadrza, partenogenon posiada¢ bedzie dwie linie komorkowe:
jedng z dodatkowym chromosomem (trisomia), a drugg z niedoborem (mo-
nosomia) chromosomu z danej pary. Natomiast je$li oba przedjgdrza ulegnag
fuzji, odtworzony zostanie uktad diploidalny (19).

4. Mozliwosci rozwojowe partenogenonow

Zaréwno spos6b aktywacji jak i zestaw chromosomowy partenogenonu
majg istotne znaczenie dla jego dalszego rozwoju. Eter aktywuje skutecznie
oocyty mysie, przy czym rzadko obserwuje sie proces bruzdkowania. Nato-
miast po aktywacji szokiem elektrycznym, inhibitorami syntezy biatek lub
hialuronidaza, partenogenony mysie mogg osiggng¢ nawet stadium blasto-
cysty (14).

Poczatkowe etapy rozwoju zarodkowego u myszy (do stadium ok. 8 bla-
stomerdw) przebiegaja podobnie dla wszystkich typow partenogenonéw. Péz-
niej tempo podziatdw komoérkowych obniza sie, szczegdlnie dla partenogeno-
néw haploidalnych (15). Partenogenony bydlece osiggaja stadium blastocysty
w dziewigtym, jedenastym, a nawet czternastym dniu rozwoju, a zatem zna-
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cznie pdzniej niz ma to miejsce w przypadku prawidtowych zarodkéw
(7 dzien roz*woju) (7).

W tabeli 2 przedstawiono poréwnawczy schemat przebiegu rozwoju my-
sich zarodkdéw oraz partenogenonéw haplo- i diploidalnych.

Kompakcja (zacie$nianie sie polgczen miedzy blastomerami) w zarodkach
myszy zachodzi po trzecim podziale bruzdkowania (stadium 8-blastomerowe),
podobnie jak w diplo- i haploidalnych partenogenonach homogennych. Ob-
serwowane opoznienie procesu kompakcji w partenogenonach mozaikowych
wynika z istnienia dwéch linii komérkowych: jednej z oocytu i drugiej z za-
trzymanego Il ck. Ta ostatnia nie wykazuje tempa bruzdkowania wiasciwego
komérkom zarodkowym (15).

Tabela 2
Czas trwania pierwszych stadiéw rozwoju zarodkowego u myszy wg kaufman (15,22)

. 24 48 60 72 84 96 108
Aktywacja godz.  godz. godz. godz. godz. godz. godz.
morula/ uwalnianie
sarodek 0 2 bl 4-16* /blastocysta  blasto- 7 ostonki . .
bl. wyllcr:alclny cysta przejrzystej
8-16 bl.
partenogenon . wczesny  blasto-
diploidalny 0 2 bl. 4 bl 8 bl. (r‘:]vgiﬁfg)a blastocel cysta -
partenogenon b) 8-16 blasto-
haploidalny 0 2 bl.  4bl a) 8 bl.* bl* — — cysta

— kompakcja: bl. — blastomeiy): a) uktad homogenny, b) ukfad mozaikowy.

5. Przyczyny obnizonego potencjatu rozwojowego
partenogenondéw

Partenogenony wykazujg znacznie nizszy potencjat rozwojowy niz zarodki:
partenogenony bydlece wyjatkowo rozwijajg sie do stadium blastocysty (7).
W najnowszych doniesieniach Lx)i i wsp. (23) dotyczacych mozliwosci rozwoju
partenogenonéw owcy, uzyskanych po aktywacji dojrzatych oocytow czynni-
kiem chemicznym in vitro (jonomycyna) wykazano, ze rozw0j partenogenety-
czny blastocyst po przeniesieniu do biorczyn przebiegat bez zaktécen az do
21 dnia cigzy. Procesy degeneracyjne rozpoczety sie okoto 26 dnia. Jest to
pierwsze tego rodzaju doniesienie dotyczace partenogenondw zwierzgt gospo-
darskich. Najbardziej zaawansowane stadium rozwojowe partenogenonéw —
stadium 25-30 par somitbw — obserwowano u myszy. Stadium to obser-
wuje sie w mysich zarodkach okoto 10-11 dnia rozwoju prenatalnego, czyli
w potowie cigzy u tego gatunku (15). Problem wczesnego zamierania par-
tenogenonodw ssakéw nie jest do konca wyjasniony. Istnieje kilka hipotez,
w ktérych ttumaczy sie to zjawisko:
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a) kazdy z czynnikéw aktywujgcych powoduje w pewnym stopniu uszko-
dzenia oocytu, obnizajgc tym samym jego potencjat rozwojowy (13);

b) uktad homogenny w genomie sprzyja ujawnianiu sie mutacji letalnych
(24), poza tym homogenne partenogenony haptoidaine wykazujg najstabszy
potencjat rozwojowy (14,15);

¢) wolniejsze tempo podziatéw komérkowyeh partenogenondéw nie sprzyja
wyksztatceniu odpowiedniej liczby btastomeréw, niezbednych do utworzenia
funkcjonalnego wezta zarodkowego (ICM— inner cell mass). Diploidalne bta-
stocysty partenogenetyczne majg o potowe komorek ICM mniej niz zarodki.
Jeszcze mniejszg ich liczbg dysponuja partenogenony haptoidatne (14);

d) imprinting gametyczny jest Zrodtem pojawiania sie réznic w ekspresji
gendéw pochodzenia ojcowskiego i matecznego. Do prawidtowego rozwoju nie-
zbedna jest obecnos$¢ obu genomoéw (3, 24). Wykazano, ze inaktywacja chro-
mosomu X w zarodkach nastepuje w stadium blastocysty, przy ezym w tkan-
kach pozazarodkowych istnieje tendencja do tnaktywacji chromosomu X po-
chodzenia ojcowskiego (24). Dlatego w tkankach pozazarodkowych diptoidat-
nych partenogenonéw oba chromosomy X moga pozosta¢ aktywne (14). Po-
twierdzeniem tego zjawiska jest fakt, ze mysie partenogenony — nosiciele
monosomii chromosomu X (XO) w pewnych warunkach rozwijaja sie lepiej
od partenogenondéw z zestawem XX. Zinaktywowany chromosom X rzadziej
spotykano w btastocystach partenogenetycznych niz w blastocystach wypro-
dukowanych in vitro (25);

e) dla prawidtowego przebiegu podziatéw komorkowych zarodka niezbedny
jest w petni funkcjonalny centrosom. U wiekszosci ssakow fragmenty een-
trosomu oocytu sg tracone podczas procesu mejozy. Struktura centrosomu
jest odtwarzana dopiero po zaptodnieniu; przyezynia sie do tego plemnik.
W partenogenonach nastepuje tylko ezeSciowe odtworzenie tej struktury
i centrosom nie odzyskuje petnej funkcjonalnosci. Wyjatkiem sg gryzonie,
u ktdéiyeh oocyt, a nie plemnik dysponuje prawidtowym centrosomem (26);

f) udziat genomu ojcowskiego jest niezbedny do utworzenia tkanek poza-
zarodkowyeh (trofobtastu), koniecznych w procesie imptantaeji (15,26), do-
datkowo rozwoj paidenogenondéw in vivo nie jest zsynehronizowany ze zmia-
nami zachodzacymi w macicy. W potgczeniu ze stabo rozwinietym trofobta-
stem utrudnia to prawidlowa imptantacje i uposledza dalszy rozwo6j (14,19).

6. Zakonczenie

w zwigzku z ograniezonymi mozliwosciami rozwojowymi partenogenondw
pojawia sie pytanie, dlaezego komdrki pochodzenia partenogenetycznego po
zagregowaniu z blastomerami zarodkéw nie ging, lecz biorg udziat w tworzeniu
tkcinek takich chimer. Prawdopodobnie komérki zarodkowe wspomagajg rozwoj
swych pEirtenogenetycznych wspoétpartneréw w organizmie ehimery (15). Uzyska-
nie w pelni partenogenetycznego ssaka, jak z tego wynika, jest niemozliwe (24).

Obecnie na szerszg skale wykorzystuje sie aktywacje partenogenetyczng
jedynie dla potrzeb klonowania metodg przenoszenia jader komorek zarod-
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kowych i mikrochirurgicznego zaptodnienia oocytéw (20,24). W pierwszym
przypadku wprowadzenie jadra komdérkowego klonowanego zarodka do oo-
cytu-biorcy wymaga jego aktywacji. Réwniez mikrochirurgiczne wprowadza-
nie plemnika pod ostonke przejrzysta oocytu bydlecego wymaga sztucznej
aktywacji (24).

Ze wzgledu na podobienstwo poczatkowych proceséw biochemicznych,
charakterystycznych dla aktywacji i wczesnego rozwoju zarbwno partenoge-
nondéw i zarodkoéw, partenogenony moga by¢ wykorzystane jako model do
przeprowadzania badann nad wczesnym rozwojem zarodkowym (9,12).
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Activation of mammalian oocytes in vitro

Summary

Parthenogenesis is a phenomenon accompanying the in vitro oocjde culture. It is stimulated
by a variety of physical and chemical factors which oocytes are facing in vitro. As a consequence
of artificial activation, a few different types of parthenones can be formed. Commonly observed
are homogenous haploid parthenogenones but also mosaic haploids and diploids can arise. The
karyotype of parthenones is not stable and can undergo modifications during further develop-
ment.

Mammalian parthenones do not usually develop beyond the blastocyst stage. Up to now,
only one experiment carried out on sheep parthenones has demonstrated their developmental
competence up to the 26*™ day of gestation. Usually, most parthenones die shortly after activation
because of damages caused by the activating factors and decreased developmental potential.
Moreover, the rate of parthenogenetic development, compared to IVF embryos, is delayed.

Since the mechanism of parthenogenesis in mammals still remains unclear, the problem
needs further studies.
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