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Analiza transkryptow jako narzedzie
w ocenie jakosci oocytow i zarodkow
bydta
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Gene expression as a tool for quality assessment of bovine oocytes
and embryos

Summary

Suboptimal conditions of oocyte maturation and embryo culture in vitro re-
duce their developmental competence as compared to in vivo development. It is
well known now that some IVF blastocysts, despite a proper morphology, are
not able to hatch and implant after transfer. Therefore, it is suggested that dur-
ing in vitro culture embryos show an ability to adjust to suboptimal conditions,
which is however accompanied by changes in gene expression pattern resulting
in reduced quality. Although gene expression analysis, as an invasive method, is
considered as an indirect way of embryo quality evaluation, it provides valuable
data on the processes crucial for growth and development.
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1. Wprowadzenie

Powszechnie wiadomo, ze potencjat rozwojowy zarodkéw
bydta uzyskiwanych w warunkach taboratoryjnych jest znacznie
nizszy w poréwnaniu z zarodkami rozwijajgcymi sie in vivo. Pra-
widtowe morfologicznie blastocysty pozyskane in vitro po prze-
niesieniu do biorczyni charakteryzujg sie istotnie nizszym po-
tencjatem rozwojowym, a roznice te sg szczeg6lnie widoczne po
przeniesieniu do macicy blastocyst poddanych uprzednio mro-
zeniu (efektywno$¢ implantacji 10-40” in vitro, 40-70% in vivo) ().
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Pomimo wieloletnich badan i optymalizacji procedur, tylko 30-40% niedojrzatych
oocytéw bydlecych osiaga stadium blastocysty po zaptodnieniu w warunkach in vitro.
Oznacza to, ze $rednio co drugi zarodek 2-blastomerowy zatrzymuje sie w rozwoju
zwykle nie przekraczajac stadium 8-16-blastomeréw. Wykazano, ze procent zygot
osiagajacych stadium blastocysty zalezy gtéwnie od jakosci zaptadnianych oocytow,
podczas gdy na jako$¢ uzyskiwanych blastocyst, a posrednio na efektywnos¢ im-
plantacji, wptywaja gtdwnie warunki hodowti zarodkoéw in vitro (2,3). jako$¢ oocy-
tu/zarodka jest pojeciem ztozonym i trudnym do zdefiniowania. Generalnie oznacza
ona zdolnos¢ oocytu do uruchomienia mejozy, prawidtowego zaptodnienia i wczes-
nego rozwoju zygoty, a nastepnie zdolno$¢ zarodka do osiggniecia stadium blasto-
cysty, jej implantacji w macicy i rozwoju w prawidtowy organizm (3,4). Zawezajac
jednak zakres omawianego pojecia do warunkéw taboratoryjnych, jako$¢ oocytu/za-
rodka wyraza potencjat rozwojowy do uruchomienia mejozy, zaptodnienia oraz
zdotnos¢ do osiagniecia stadium blastocysty i opuszczenia przez nig ostonki przej-
rzystej. Celem opracowania jest podsumowanie obecnego stanu badan i przedsta-
wienie opinii dotyczacych zakresu wykorzystania analizy transkryptéw zawartych
w oocytach i zarodkach bydta do oceny ich jakosci.

2. Krotka charakterystyka specyfiki badan transkryptow w oocytach
I zarodkach

Przecietna zawartos$¢ catkowitego RNA w oocytach i blastocystach bydta wynosi
odpowiednio 2400 pg i 5300 pg (5), podczas gdy w komorce somatycznej okoto
10 pg. Réznica ta nie jest proporcjonalna do istotnego zwiekszenia sie liczby komo-
rek blastocysty (Srednio 120) w poréwnaniu z oocytem (1 komorka). Przyjmujac, ze
mRNA stanowi 10-15% catkowitego RNA komdrki i jest mieszaning poliadenytowa-
nych sekwencji o réznej dtugosci, pula transkryptow bedaca przedmiotem analizy
jest bardzo zr6znicowana i ograniczona. Oocyty ssakéw, w poréwnaniu z pojedyn-
czymi komorkami somatycznymi posiadajg zatem znacznie wiecej transkryptow.
RNA pochodzenia matczynego nagromadzony w oocycie podczas oogenezy petni
wazne funkcje podczas zaptodnienia i pierwszych podziatédw bruzdkowania. Obec-
nie wiadomo, ze niektoére transkrypty matczyne sa obecne w zarodkach 8-btastome-
rowych (6), a nawet w bilastocystach (7).

Liczba transkryptéw podczas przedimplantacyjnego rozwoju zarodkéw hydia
(od oocytu do btastocysty) ulega istotnym wahaniom odpowiadajacym zwykle naste-
pujacemu wzorcowi: wysoki poziom w niedojrzatych oocytach, stopniowy zanik do
stadium 8-16-btastomeréw (uruchomienie genomu zarodka - MET) i ponowny wzrost
do stadium btastocysty (rys.). Natezy pamietac, ze zmiany ilosciowe niektérych tran-
skryptéw mogg odbiega¢ od podanego wzorca (8). Opisane wahania ilosci RNA nale-
zy uwzglednié juz na etapie planowania doswiadczenia, gdyz w celu uzyskania nie-
zbednej ilosci matrycy, mRNA nalezy pozyskaé z odpowiednio licznej grupy oocy-

32 Il KONGRES BIOTECHNOLOGII



Analiza transkryptéw jako narzedzie w ocenie jakosci oocytéw i zarodkéw bydta

Rys. Zmiany ilosci transkryptéw w oocytach i przedimplantacyjnych zarodkach bydta na przyktadzie
ekspresji genu leptyny (68). Objasnienia: NMO (niedojrzaty oocyt), MO (dojrzaty oocyt), 2-bl (zarodek
2-blastomerowy), 4-bl (zarodek 4-blastomerowy), 8-16-bl (zarodek 8-16-blastomerowy), Mor (morula),
EBL (ekspandujaca blastocysta), HBL (wylegta blastocysta).

tow/zarodkéw. Poza tym konieczne jest uwzglednienie duzej zmiennosci liczby
transkryptow poszczeg6lnych gendéw w réznych stadiach rozwoju. Analizujac geny
charakteryzujgce sie wzglednie wysoka ekspresjg (np. Hsp70) amplifikacja oczekiwa-
nego fragmentu moze sie powies¢ juz przy niewielkiej liczbie oocytéw, podczas gdy
badanie gendw o niskiej ekspresji (np. GH, IGFI) wymaga nie tylko znacznie wigk-
szej liczby oocytow/zarodkéw w probie, ale czesto zastosowania techniki nested PCR
(9,10). Swiadczy to oczywiscie o $ladowej zawartosci matrycy w badanym materiale.
Ze wzgledu na ograniczona dostepno$¢ materiatu, doswiadczenia na oocytach i za-
rodkach oparte sg zwykle na tgczonych prébach, zawierajagcych 50-200 oocytow
oraz od kilku do kilkudziesieciu zarodkéw w zaleznosci od stadium rozwojowego.
Zakladajac dobry odzysk z pojedynczego jajnika bydla na poziomie 10 oocytdéw
i analize transkryptow w danym projekcie badawczym zaréwno w oocytach jak i bla-
stocystach (2-3 grupy doswiadczalne), przecietne doswiadczenie obejmuje materiat
pozyskany z 1500-2000 jajnikéw. Badania oocytow/zarodkéw pozyskanych od daw-
czyn {in vivo) sg jeszcze bardziej skomplikowane i nieporéwnywalnie bardziej kosz-
tochtonne. Poniewaz przy analizie oocytow i zarodkdw ilos¢ transkryptéw jest rze-
czywiscie niewielka, istotnym przelomem w omawianych badaniach z technicznego
punktu widzenia byto opracowanie taricuchowej reakcji polimerazy potaczonej z od-
wrotng transkrypcja (RT-PCR). Od wielu lat jest to podstawowy protokét modyfiko-
wany przez bardziej zaawansowane metodyki (np. PCR w czasie rzeczywistym) wy-
korzystujace barwniki fluorescencyjne (11). Wprowadzenie real time PCR pozwolito
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na efektywng amplifikacje niewielkiej liczby transkryptow odpowiadajgcej nawet
pojedynczemu zarodkowi, oocytowi czy blastomerowi (12-15). Technika ta jest
obecnie najczesciej stosowana do pdlilosciowej analizy transkryptéw w oocytach
i zarodkach. Podstawowg zasadg oceny poliloSciowej jest zatozenie, ze im wiecej
kopii badanego transkryptu znajduje sie w prébie, tym mniej cykli amplifikacji jest
koniecznych do jego detekcji, jezeli jednak badany transkrypt wystapi w liczbie ko-
pii ponizej 1000, jego wykrycie przy uzyciu tradycyjnych metod bedzie utrudnione.
Wodweczas proces jego ampliflkacji moze by¢ blokowany przez liczniej wystepujace
transkrypty i uzyskany wynik nie odzwierciedla jego faktycznej liczby. Moze by¢ to
efektem konkurowania matryc o substraty (np. nukleotydy), ktére wyczerpujg sie
zanim dojdzie do wystarczajgcego namnozenia tych nielicznych transkryptéw lub
tez stabszego dostepu polimerazy do ¢cDNA. jednym z najwazniejszych elementow
ilosciowej analizy mRNA jest normalizacja uzyskanych wynikéw poprzez odniesie-
nie wartosci wyrazajacej wzgledny poziom transkryptu (RA, ang. relative abundance)
dla genu analizowanego do analogicznej warto$ci RA dla genu referencyjnego. Takie
podejscie niweluje ewentualne wahania zwigzane z samg procedurg. Gen referencyj-
ny musi charakteryzowac sie statym poziomem ekspresji niezaleznym od stadium
rozwojowego zarodka ani zastosowanego uktadu doswiadczalnego. Z dotychczaso-
wych prac jasno wynika, ze nadal nie zidentyfikowano genu, ktdry spetniatby oma-
wiane warunki w odniesieniu do oocytow i zarodkéw, a co wiecej, poddaje sie
w watpliwosc¢ istnienie takiego genu (16). Coraz czesciej podwaza sie przydatnosé
gendw dotychczas uwazanych za referencyjne (17-19). Vigneault i wsp. (20) przepro-
wadzili dokladng ocene wykorzystania genu podjednostki histonowej H2a jako
genu referencyjnego wykazujgc, ze wiarygodno$¢ uzyskanych wynikow zalezy bez-
posrednio od struktury starterow i miejsca ich lokalizacji w sekwencji genu. Okazu-
je sie, ze niektore z par starteréw amplifikujg fragment innego wariantu genu pod-
jednostki H2a, ktéry wskutek deadenylacji moze charakteryzowac sie istotnymi wa-
haniami poziomu transkryptu.

Dodatkowym elementem wplywajacym na zmiennos$¢ uzyskiwanych wynikéw
jest liczba blastomeréw w badanych zarodkach. Dotyczy to zwlaszcza anatizy poje-
dynczych blastocyst pozyskanych in vitro, ktére moga zawiera¢ skrajne liczby komé-
rek (od 30 do 250 blastomeréw 8 dnia pi; Warzych i wsp. dane nie publikowane).
Wiadomo tez, ze zarodki 0 wyzszym potencjale rozwojowym posiadajg zwykle
wiekszg liczbe blastomeréw, a przez to wiecej transkryptow gendw regulujacych
podstawowy metabolizm (ang. houskeeping genes), ktore to sg najczesciej wybierane
jako referencyjne. W tej sytuacji sugeruje sie réwnoczesne uzycie kilku genow refe-
rencyjnych.
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3. Srodowisko rozwoju zarodkéw {in vitro, in vivo), a ich jakos$¢
w Swietle badan transkryptéw

Waznym aspektem oceny prawidtowosci rozwoju zarodkéw Jest okre$lenie swo-
istego standardu, bedacego punktem odniesienia podczas interpretacji wynikow.
Stwierdzono, ze zarodki we wczesnych stadiach rozwoju charakteryzujg sie szcze-
gblng wrazliwoscig w suboptymalnych warunkach hodowli (21). Van Soom i wsp.
(22) wprowadzili pojecie tzw. ztotego standardu (ang. gold standard) w stosunku do
zarodkow o prawidtowej morfologii rozwijajacych sie in vivo. W praktyce oznacza to
odnoszenie wynikdw oceny danej grupy zarodkéw do parametréw charakteryzu-
jacych gold standard i okreslenie ewentualnych odchylen. Badania transkryptéw pro-
wadzone sg w dwadch aspektach - jakosciowym (obecno$¢ lub brak) lub ilosciowym
(wzgledny poziom). Oczywiscie jedynie badania iloSciowe w petni charakteryzujg
analizowany materiat, jednakze stwierdzenie obecnosci danego transkryptu stano-
wi niezbedny wstep do tych badani. Istnieje bardzo bogata literatura charaktery-
zujaca jakoSciows analize transkryptow w zarodkach bydlecych. Najcenniejszy doro-
bek w tym zakresie prezentuje zesp6t C. Wrenzycki i H. Niemann (Mariensee, Niem-
cy), ktory opublikowat wyjatkowo bogaty cykl prac. Wykazano, ze zarodki rozwi-
jajace sie in vivo i in vitro réznig sie nie tylko zmiennym profilem jakosciowym anali-
zowanych transkryptow, ale takze - a moze i przede wszystkim - istotnymi réz-
nicami w ilosci mRNA gendw regulujacych wczesny rozwoj zarodkowy (tab.). Stwier-
dzono jednoznacznie, ze Srodowisko rozwoju ma decydujacy wptyw na prawidto-
wos¢ ekspresji gendw w zarodku. Jednym z pierwszych zaskakujacych odkry¢ w tym
zakresie byto stwierdzenie braku transkryptu genu Cx43 regulujgcego powstawanie
Zigczy szczelinowych miedzy blastomerami, w blastocystach rozwijajacych sie in vitro
(23) . Przy pewnym uogo6lnieniu mozna stwierdzi¢, ze zarodki rozwijajgce sie w ma-
cicy charakteryzuje wyzszy poziom transkryptow genéw stymulujacych wzrost
i procesy kompakcji oraz kawitacji (np. IGF2, Cx43) i nizsze wartosci RA dla genow
zwigzanych ze stresem komdrkowym i apoptoza (np. Hsp70, Bax) (tab.). Ponadto za-
obserwowano istotne réznice w ilosci transkryptéw miedzy zarodkami wywodza-
cymi sie z roznych systeméw hodowli in vitro (24). Duze znaczenie odgrywa obec-
no$¢ surowicy w podtozu, trudno jednak jednoznacznie stwierdzi¢, czyjej wptyw na
rozwoj zarodkdw jest negatywny, gdyz w opublikowanych pracach nie sg przedsta-
wione zgodne wyniki (25-28). Nalezy podkresli¢, ze zarodki bardzo szybko reaguja
na zmieniajace sie warunki hodowli. Lonergan i wsp. (29) monitorowali poziom
mRNA genu Bax w zarodkach bydlecych inkubowanych in vitro po uprzedniej 4-dnio-
wej hodowli w jajowodzie owcy. Juz w pierwszym dniu hodowli in vitro stwierdzono
istotne zmiany poziomu transkryptu w poréwnaniu z zarodkami pozostawionymi
w jajowodzie owcy. W innym dos$wiadczeniu wykazano, ze juz jednodniowa hodow-
la in vitro zmieniata ekspresje genu SOX (czynnik transkrypcyjny zaangazowany
w odpowiedZ na stres) w pordwnaniu z zarodkami hodowanymi in vivo (30).
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Tabela

llosciowa i jakoSciowa charakterystyka wybranych transkryptéw w przedimplantacyjnych zarodkach bydlecych

Gen Funkcja w enibriogenezie Warunki hodowli Wynik  Literatura

analiza jakosciowa

koneksyna 43 iCx43) tworzenie ztaczy szczelinowych in vivo L (23)
in vilro

czynnik hamujacy biataczke (bLIf) udziat w implantacji in vivo (67)
in vitro +

analiza ilosciowa

Cx43 tworzenie zlgczy szezelinowych in vivo + 2
in vitro

Bax indukcja apoptozy in vivo (2
in vitro +

interferon tau (IFr) rozpoznanie ciazy in vivo (32)
in vitro 4-

SOX czynnik transkrypcyjny in vivo (32)
in vitro +

IGF2 stymulacja rozwoju zarodkowego in vivo + (32)
in vitro

Hsp70 reakcja na stres biatko opiekuncze in vivo (28)
in vitro +

Objasnienia:

+ obecno$¢Avyzszy poziom transkryptow; - brak/nizszy poziom transkryptow.

Bardzo ciekawym zagadnieniem jest swoista zdolnos¢ (plastycznos¢) zarodkdow
bydta do szybkiego przystosowywania sie do suboptymalnych warunkéw hodowli
(21). Omawiana zdolno$¢ przystosowawcza oznacza jednak istotne zmiany profilu
ekspresji gendw, ktére nie pozostajg bez wpltywu na potencjat rozwojowy zarodka
pomimo zachowania prawidtowej morfologii. Nadal nie jest poznana granica tej to-
lerancji, po przekroczeniu ktérej zarodek zatrzymuje sie w rozwoju i stopniowo
obumiera. Niektére zarodki, pomimo istotnych zmian profilu ekspresji genéw za-
chowuja zdolno$é do implantacji i rozwoju, jednakze te nieprawidtowosci ujawniaja
sie p6zniej podczas rozwoju ptodowego m.in. w postaci tzw. syndromu duzego po-
tomstwa (LOS, ang. large offspring syndrome) (31). Lazzari i wsp. (32) wykazali zwig-
zek pomiedzy wysokim stezeniem albuminy w pozywce, a zaburzeniami w rozwoju
ptodu (wysoka masa okotourodzeniowa, zmiany metaboliczne itp.). Literatura do-
tyczaca badan zarodkow rozwijajacych sie w macicy oraz wptywu wybranych czynni-
kéw na ich jako$¢ (np. zywienie samic, stan zdrowotny, warunki utrzymania) jest

36 Il KONGRES BIOTECHNOLOGII



Analiza transkryptéw jako narzedzie w ocenie jakosci oocytoéw i zarodkéw bydta

nadal skromna, co oczywiscie odzwierciedla trudno$¢ w uzyskiwaniu takiego mate-
riaku. Stwierdzono, ze zywienie jatowek poddawanych stymulacji hormonalnej istot-
nie modyfikowato poziom mRNA gendéw zaangazowanych w metabolizm pirogronia-
nu (33).

4. Wykorzystanie analizy transkryptéw wybranych genéw markerowych
w ocenie warunkéw hodowli zarodkow

Suboptymalne warunki hodowli in vitro powodujg zaburzenia metabolizmu za-
rodkow, a w konsekwencji aktywacje proceséw zmierzajgcych do naruszenia home-
ostazy i zatrzymania ich rozwoju (34). Dotychczas scharakteryzowano ekspresje
szeregu gendw wykorzystywanych do oceny stopnia przystosowania warunkéw ho-
dowli do wymagan wczesnych zarodkéw bydia (11). Ogotnie geny te reprezentuja
dwie kategorie: 1) geny odpowiedzialne za kontrole wzrostu i przezywalno$¢ (mar-
kery wysokiego potencjatu rozwojowego) oraz 2) geny zwiazane ze stresem komor-
kowym i apoptozg (markery obnizonej jakosci zarodkéw). Geny kodujace insulino-
podobne czynniki wzrostu 1 i 2 {IGF1 i 2) oraz ich receptory sg uznawane za przed-
stawicieli pierwszej grupy. Stymulujg one transport aminokwaséw i glukozy, synte-
ze biatek i kwaséw nukleinowych oraz pobudzajg podziaty komérkowe. Wykazano
pozytywng koretacje pomiedzy poziomem mRNA tych genéw a morfologig zarod-
kéw cztowieka (35). Lonergan i wsp. (3) zaobserwowali wyzszy poziom transkryp-
téw tych gendéw w warunkach in vivo oraz zwigzek pomiedzy podwyzszong warto-
$cig RA gendw IGF2 i IGFIR a dobrg jakosScig zarodkéw bydta. Ponadto, wyzszy po-
ziom mRNA 3 genow z tej rodziny (IGFIR, IGF2 i IGF2R) zostat powigzany z istotnie
nizsza czestoscig apoptozy w blastocystach bydta (25,26). jednak nie wszystkie do-
niesienia sg zgodne z opisanymi zaleznosciami, co jedynie potwierdza istotny
wpltyw zastosowanego systemu hodowli. Lim i wsp. (36) oraz Lazzari i wsp. (32)
stwierdzili, ze obecnos¢ BSA, surowicy lub PVA w podtozu nie wptywa na poziom
transkryptu genu IGF2R w zarodkach. Natomiast Yaseen i wsp. (37) w tych samych
warunkach zanotowali zmieniony poziom mRNA genu IGF2R przy statej ilosci tran-
skryptu genéw IGFIR oraz IGF2.

Druga grupa genow (zwigzanych ze stresem komorkowym i apoptoza) jest re-
prezentowana przez gen kodujacy biatko szoku cieptnego {Hsp70) oraz gen o dzia-
faniu proapoptotycznym z rodziny biatek Bck2 - Bax. Hsp70 posiada wiasciwosci
biatek opiekuniczych (ang. chaperones), ktére biorg udziat w syntezie biatek i zapo-
biegajg ich rozkfadowi (38). Sugeruje sie, ze podwyzszona ekspresja genu Flsp70
w zarodkach moze by¢ uznawana z jednej strony za marker dziatania czynnikéw
stresowych, a z drugiej moze Swiadczy¢ o zdotnosci zarodka do zapobiegania nega-
tywnym skutkom takich czynnikéw. Bazujac na wynikach dotychczasowych badan
trudno jest okresli¢ jednoznaczng zalezno$¢ pomiedzy warunkami rozwoju zarod-
kéw (in vivo lub in vitro), a poziomem transkryptu tego genu. Wrenzycki i wsp. (28)
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Stwierdzili wyzszy RA w zarodkach pozyskanych in vitro, podczas gdy Knijn i wsp.
(39) nie wykazali réznic. Ponadto, Wrenzycki i wsp. (28) zanotowali istotny wptyw
rodzaju podioza do hodowli zarodkéw (TCM199 lub SOF) oraz czynnikéw je uzu-
petniajacych (surowica, odttuszczona albumina - fafBSA lub PVA) na wzgledny po-
ziom mRNA w blastocystach. Nie tylko skfad pozywki do hodowli zarodkdw, ale tak-
ze pozywki do dojrzewania oocytow (dodatek surowicy, albuminy lub syntetycznych
polimeréw) miat istotny wptyw na RA genu Hsp70w blastocystach (26,40,41). O jed-
noznacznym zwigzku ekspresji genu Hsp70 z wystepowaniem czynnikéw streso-
wych w Srodowisku rozwoju zarodka $wiadczy istotnie wyzszy poziom mRNA tego
genu w zarodkach poddanych mrozeniu i rozmrazaniu (42).

Bcl2 i Bax petnig gtéwne funkcje w procesie apoptozy uznawanym za podstawo-
wy mechanizm atrezji pecherzykéw jajnikowych ssakéw (42) oraz obumierania po-
szczegOllnych blastomerdw zarodka. O losie komérki decyduje wzajemny stosunek
ilosci mRNA i biatka obu tych genéw, przewaga produktu genu Bax indukuje apop-
toze, natomiast przewaga biatka Bcl2 proces ten hamuje (44). Transkrypty dla ge-
néw Bax i Bcl-2 stwierdzono w oocytach i przedimplantacyjnych zarodkach bydta
(26). Ekspresja genu Box moze ulega¢ modyfikacjom podczas inkubacji in vitro, wia-
domo takze, ze wyzszy poziom transkryptu charakteryzuje zarodki gorszej jakosci,
czesto op6znione w rozwoju (45). Ponadto warunki hodowli zarodkéw (in vivo lub in
vitro) majg istotny wptyw na moment pojawienia sie mRNA genu Bax podczas rozwo-
ju przedimplantacyjnego; in vitro transkrypty zaobserwowano juz w stadium 8 bla-
stomeréw, podczas gdy in vivo w stadium 16-komdrkowym (30). Roéwniez wiecej
mRNA genu Bax zaobserwowano w wolniej rozwijajacych sie zarodkach in vitro (46).
Wysokie stezenie biatka Bcl-2 zanotowano w oocytach i zarodkach dobrej jakosci,
a niezwykle niski poziom ekspresji w oocytach pozbawionych komorek pecherzyko-
wych oraz zdegenerowanych zarodkach (47). Poziom transkryptu genu Bax w zarod-
kach bydlecych byt takze uzalezniony od podtoza (TCM199, SOF) i jego uzupetnie-
nia (FCS, BSA, PVP) (2,24). llos¢ biatka Bcl-2, jak sie wydaje, jest nizsza w zdegenero-
wanych blastocystach, potwierdzajac hipoteze, ze stosunek ekspresji Bcl-2 do Bax
ulega zmianie w apoptotycznych zarodkach. Niekt6rzy autorzy zaobserwowali staty
poziom mRNA tego genu w blastocystach wywodzacych sie z oocytow o réznej jako-
Sci (48), a takze brak réznic w tym zakresie mimo zastosowania pozywek do dojrze-
wania oocytow o roznym skiadzie, ktory to czynnik miat istotny zwigzek z wystepo-
waniem apoptozy w zarodkach (25,26).

Do grupy gendw zwigzanych z przezywalnoscig zarodkéw zaliczono takze inter-
feron tau (Fv), ktory petni szczegdlne funkcje w procesie rozpoznawania cigzy
u bydta. Kubisch i wsp. (49) zidentyfikowali zalezno$¢ pomiedzy syntezg biatka IFx,
a efektywnoscia implantacji ekspandujacych blastocyst bydlecych. Zarodki charakte-
ryzujace sie mniejsza iloscig biatka istotnie czesciej ulegaty implantacji w macicy.
Transkrypt tego genu stwierdzono w komérkach trofoblastu blastocyst bydlecych
(50), przy czym w warunkach in vitro transkrypcje zanotowano juz w stadium moruli
(30). Wczesniejsze uruchomienie ekspresji genu IFz oraz wiecej transkryptu w bla-
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stocystach moze stanowi¢ reakcje zarodkdw na suboptymalne $rodowisko rozwoju
w poréwnaniu z warunkami in vivo. Dotad brakuje jednoznacznej odpowiedzi na py-
tanie, czy wysoki poziom mRNA genu IFz $wiadczy o dobrej czy obnizonej jakosci
zarodkoéw. Rizos i wsp. (24) sugeruja, ze wiecej transkryptu tego genu odpowiada
dobrej jakoSci zarodkéw, podczas gdy Wrenzycki i wsp. (51) oraz Kubisch i wsp. (52)
sg odmiennego zdania twierdzac, ze wysoka ekspresja tego genu jest powigzana
zZ obnizong jakosSciag. Poniewaz na ekspresje genu IFt majg wptyw réwniez inne czyn-
niki, takie jak np. czas tworzenia blastocysty (52), pte¢ zarodka (53), czy skiad
pozywki (24, 40), wnioskowanie oparte na ilosci mRNA genu IFz moze by¢ niewiary-
godne.

5. Aktualne kierunki badan

Obecnie zainteresowanie naukowcdw skupia sie wokdt analizy pojedynczych
zarodkdw (13). Korzyscig ptynacy z takiego podejscia jest przede wszystkim mozli-
wos¢ powigzania oceny morfologicznej z poziomem transkryptow. Ocena jakosci
w Kklasycznym ujeciu opiera sie przede wszystkich na nieinwazyjnej ocenie morfolo-
gii (liczba blastomerow, ich wielko$¢, wystepowanie fragmentacji cytoplazmy, pra-
widlowo$¢ kompakcji itp., 22). Wykazano jednak, ze skoro zarodki o prawidtowej
morfotogii moga charakteryzowa¢ sie obnizong zywotnoscia, ocena morfologii do-
konywana pod mikroskopem stereoskopowym jest niewystarczajgca do petnego
scharakteryzowania jakosci zarodka (54). Anatiza transkryptéw uwazana jest za po-
Srednig metode oceny jakosci, gdyz jej warto$¢ wyraza sie poprzez odniesienie
wzglednego poziomu mRNA do wczesniej obserwowanych: potencjatu rozwojowe-
go i prawidtowosci budowy zarodka. Ze wzgtedu na inwazyjny charakter i ograni-
czenia metodyczne, jak dotad, opublikowano niewiele doniesiei na temat oceny
poziomu mRNA zarodka na podstawie wczesniej pobranej biopsji kilku blastome-
row (12). Ponadto istnieje tutaj niebezpieczenstwo uzyskania wynikéw, ktére nie
bedg reprezentatywne dla catego zarodka, gdyz w wyniku polaryzacji blastomerdw
dochodzi do nieréwnomiernego rozdziatu materiatu zawartego w cytoptazmie (55).

Istotne znacznie dla postepu badan z zakresu transkryptomiki zarodkéw miato
wprowadzenie mikromacierzy (ang. microarray) umozliwiajacych objecie jednocze-
sng analiza wielu tysiecy sekwencji. Obecnie przyjmuje sie, ze tylko w stadium bla-
stocysty dochodzi do ekspresji okoto 10 000 genéw (56). Misirlioglu i wsp. (6) prze-
analizowali 24 072 sekwencji w dojrzatych oocytach i 8-blastomerowych zarodkach
bydlecych charakteryzujac pule transkryptow w obu stadiach rozwojowych. W do-
tychczasowych doniesieniach wskazujacych na istotne zmiany ekspresji gendw
w zarodkach pozyskanych in vitro potwierdzono analizg 3888 sekwencji w blastocy-
stach bydta (53). Réznice w ilosci mRNA miedzy blastocystami rozwijajacymi sie in
vivo i in vitro stwierdzono w przypadku 384 genéw. W wyniku precyzyjnej analizy zi-
dentyfikowano 16 gendw zwigzanych z procesami transkrypcji i translacji, ktore
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w istotnym stopniu mogg determinowac jako$¢ zarodkow i stanowi¢ podstawowe
Zrédto zaburzen rozwoju w warunkach in vitro. Wyjatkowo ciekawy uktad doswiad-
czalny przedstawili Somers i wsp. (13). Analizg objeto blastocysty klonalne uzyskane
metoda transplantacji jader (NT) oraz blastocysty kontrolne, ktérych ojcem byt bu-
haj - dawca fibroblastow uzytych do klonowania. Uzyskano w ten sposéb swoiste
pétrodzenstwo. Przebadano 5000 sekwencji cDNA bydta typowych dla stadium bla-
stocysty wykazujac niewielkie (<2x) réznice miedzy zarodkami klonalnymi i kontrol-
nymi w poziomie transkryptéw zaledwie 135 genéw. Na tej podstawie autorzy pod-
daja w watpliwos¢ powszechnie panujaca opinie o licznych zaburzeniach procesu
reprogramowania cyklu komorkowego podczas klonowania zarodkéw ssakow.

Technika mikromacierzy umozliwia réwnolegle monitorowanie wielu transkryp-
téw specyficznych np. dla danego stadium rozwojowego, a uzyskiwanie olbrzymiej
ilosci danych wymaga dodatkowo uzycia zaawansowanych metod bioinformatycz-
nych. Bardzo waznym elementem w analizie oocytow i zarodkéw jest ponadto
uwzglednienie istotnych wahan zawartosci catkowitego RNA w poszczegdlnych sta-
diach przy ustalaniu ilosci materiatu nanoszonego na mikromacierz (ang. loading ar-
tifact). Jednak podobnie jak w innych technikach, uzycie mikromacierzy wymaga
taczenia wielu zarodkow (np. 50 blastocyst) w celu uzyskania préby badawczej. Stad
badania pojedynczych zarodkow tg metoda sg nadal niemozliwe (7).

Analiza transkryptdw stanowi pierwszy etap badania ekspresji genow, jednakze
zdecydowanie wiecej informacji uzyskuje sie analizujgc funkcje gendéw za pomocg
np. techniki interferencji RNA (RNAI). Wykorzystuje ona naturalny proces wyciszania
ekspresji genéw przez dwuniciowy RNA. W skrdcie, liniowe, dwuniciowe fragmenty
RNA s3g degradowane przez rybonukleaze o aktywnosci RNazylll (Dicer) do czastek
siRNA (ang. smali interfering RNA). Nastepnie za pomocg kompleksu RISC dochodzi do
faczenia odcinkdw siRNA komplementarnych do mRNA oraz degradacji transkryptu,
a tym samym zablokowania ekspresji na tym etapie. Technika RNAi zostata juz z po-
wodzeniem zastosowana w badaniach oocytow i zarodkdéw ssakéw (58,59). Badania
te polegaja na wprowadzeniu do oocytow/zarodkéw, najczesciej droga mikroiniek-
cji, zsyntetyzowanych fragmentéw RNA o sekwencji odpowiadajacej siRNA komple-
mentarnych do transkryptow gendw, np. regulujacych rozwoj zarodka, a nastepnie
monitorowanie zmian transkrypcji genomu zarodkowego przy zablokowaniu ekspre-
sji wybranego genu. Schellander i wsp. (59) zaobserwowali istotny spadek ilosci RNA
| biatka Cx43 tylko w zarodkach byda rozwijajgcych sie in vivo, podczas gdy nie
stwierdzono zmian w zarodkach inkubowanych in vitro. Autorzy sugeruja, Ze ma to
zwigzek ze znacznie nizsza zawarto$cig mRNA genu Cx43 w zarodkach uzyskanych
metoda IVF, a jak wiadomo, efektywnos$¢ techniki RNAi wigze sie $cisle z liczbg tran-
skryptow. Jednak najwieksze nadzieje w zastosowaniu omawianej techniki wigze sie
2 pozyskiwaniem zwierzat transgenicznych charakteryzujacych sie statym blokowa-
niem ekspresji okreslonego genu, np. biatka prionowego u kéz (60).

Metabolomika w powiazaniu z jakoscig zarodkow cieszy sie obecnie rosngcym
zainteresowaniem embriologéw (61). Dotychczasowe analizy skupiajg sie wokot
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okreslonych metabolitéw (np. aminokwasy) lub dotycza one profilowania metaboli-
tow w badanym materiale (ang. biochemical fingerprints). Omawiane niskoczas-
teczkowe zwigzki (ponizej 1000 Da) stanowig koncowy etap przemian metabolicz-
nych, przez co odzwierciedlajg biologiczng odpowiedz zarodk6éw na szereg czynni-
kéw genetycznych i Srodowiskowych. Moga by¢ zatem markerem dobrostanu za-
rodka rozwijajacego sie w danym srodowisku. Uwaza sie, ze uzyskane w ten sposob
dane o wiele precyzyjniej charakteryzuja jakos¢ zarodkow w poréwnaniu z analizg
transkryptow czy biatek. Wynika to m.in. z faktu, ze stwierdzenie mRNA w komérce
nie jest jednoznaczne z powstawaniem biatek i ich funkcjonalnoscig. Analiza meta-
bolitow wymaga zaangazowania szeregu czutych metod detekc;ji, takich jak np. ma-
sowa chromatografia gazowa (GC-MS), chromatografia cieczowa (LC-MS) czy tez
jadrowy rezonans magnetyczny (NMR), przy zastosowaniu ktorych mozna wykry¢
setki zwigzkoéw chemicznych w pojedynczej probie. Niewatpliwie bardzo wazna za-
leta badan metabolitéw jest ich nieinwazyjnos¢, gdyz analizie mozna poddawaé
ptyn pecherzykowy (oocyty) lub pozywke, w ktérej zarodki sie rozwijaty (61,62).
Jednakze w niektdrych przypadkach (np. analiza kwasow thuszczowych) badaniom
poddaje sie sam zarodek (63). Brison i wsp. (62) prowadzili hodowle zygot cztowie-
ka przez 24 h w niewietkich (4 pt) indywiduainych kroplach pozywki. Wykazali oni
istotne korelacje pomiedzy zawartoscig 3 aminokwasow (asparagina, glicyna, leucy-
na) w pozywce hodowlanej a procentem cigz i zywo urodzonych noworodkéw. Po-
dobnie, prawidtowo rozwijajace sie zarodki cztowieka charakteryzowaly sig istotnie
wiegkszg koncentracjg nienasyconych kwasOw tluszczowych przy nizszym udziale
kwasow nasyconych, w poréwnaniu z zarodkami, ktore nie rozwinety sie poza sta-
dium 4 blastomerow (63).

Badania pojedynczych btastomeréw pobranych droga biopsji z rozwijajacych sie
zarodkow bytyby bardzo cennym narzedziem w ocenie ich jakosci, gdyz nie tylko
pozwolityby skonfrontowac uzyskane wyniki z morfologig zarodkow, ale - co waz-
niejsze - ulatwityby selekcje zarodkoéw przed ich mrozeniem lub przeniesieniem
do biorczyni. Pomimo swojej atrakcyjnosci, analiza pojedynczych komoérek zarodka
obcigzona jest duzym biedem i w niewielkim stopniu odzwierciedla sytuacje
w catym zarodku. Sktada sie na to kilka opisanych juz zjawisk. Pierwszym z nich jest
fakt, ze blastomery przedimplantacyjnego zarodka réznig sie istotnie co do zawar-
tosci réznych substancji, w tym transkryptow, biatek itp. ze wzgledu na wystepowa-
nie zjawiska polaryzacji. Manifestuje sie ono m.in. nierbwnomiernym rozdziatem
czynnikéw zawartych w cytoplazmie miedzy blastomery potomne, co wigze sie tak-
ze z roznicowaniem btastomeréw w rozwijajacym sie zarodku (64). Innym argumen-
tem przemawiajgcym przeciwko takiemu podejsciu jest dobrze udokumentowane
zjawisko zaburzen liczby chromosomdw typu miksoploidii, ktére polega na wyste-
powaniu w obrebie zarodka linii komoérkowych rézniagcych sie ploidalnoscig jadra
(np. 2n/4n). Blastomery o zmienionej liczbie chromosomow sg zlokalizowane gtow-
nie w trofobtascie blastocysty (65). Wiadomo, ze analiza pojedynczych btastomerdw
stanowi podstawe przedimplantacyjnej diagnostyki genetycznej (PGD) w progra-
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mach wspomaganego rozrodu cztowieka. Jednakze liczba komorek we wczesnych
stadiach rozwojowych zarodka (2-3 dzien pi) jest niewielka i nie pozwala na pobra-
nie wiegkszej ich liczby do analiz (66).

6. Podsumowanie

Analiza transkryptéw, pomimo swej inwazyjnosci, znajduje coraz szersze wyko-
rzystanie w kontroli jakosci oocytow/zarodkéw i pomaga w wyjasnianiu zmian ob-
serwowanych na poziomie morfologicznym. PCR w czasie rzeczywistym jest obec-
nie najczesciej wybierang technika ilosciowej analizy mRNA. W przypadku oocy-
téw/zarodkéw nalezy uwzglednic szereg ograniczen wynikajacych ze specyfiki tego
materiatu. Badania pojedynczych zarodkéw cieszg sie duzym zainteresowaniem,
gdyz pozwalajg na odniesienie poziomu transkryptéw do uprzednio ocenionej mor-
fologii zarodka oraz jego potencjatu rozwojowego. Anatiza mRNA w pojedynczych
blastomerach ma nadal liczne ograniczenia (Sladowe ilosci mRNA, jego nieréwno-
mierne rozmieszczenie w komdrkach zarodka - polaryzacja, watpliwosci co do re-
prezentatywnos$ci wynikow). Natomiast wprowadzanie nowoczesnych metod detek-
cji do badan z zakresu embriologii (mikromacierze, RNAI) sprawito, ze anatiza tran-
skryptéw znajduje sie w centrum zainteresowania wielu zespotéw badawczych na
catym Swiecie, co skutkuje w lawinowo rosnacej ilosci informacji pomagajgcych wy-
jasni¢ procesy zachodzace w przedimplantacyjnych zarodkach.

Praca naukowa finansowana ze $rodkéw MNiSW w latach 2006-2009 (autorski projekt badawczy
nr 3780/PO 1/2006/31). Publikacja powstata przy wsparciu Fundacji na rzecz Nauki Polskiej.
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