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The purpose of detailed studies of canine reproduc-
tion resulted from assisted reproductive technologies
(ART), with a special consideration of embryos in vit-
ro production (IVP) and embryos transfer (ET). Devel-
opment of these methods enabled animals with dif-
ferent disorders to reproduce and also the IVP pro-
cedures elaborated for dogs could enhance the use
of ART in reproduction and preservation of rare, wild
species from Canidae family: Alopex lagopus, Canis
aureus, Canis latrans and Canis lgpus. Currently, ma-
jor subject of research in this field is conditions opti-
mization during in vitro maturation of bitch oocytes.
Numerous molecular biology experiments were per-
formed to establish localization of synthesis of im-
portant proteins and expression of genes, necessary
for nuclear maturation processes. Also, studies on the
canine oocyte ultrastructure, playing important role in
cytoplasmic maturation, were carried out. Results of
conducted studies were presented and discussed.
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elem szczegbétowych badan dazacych

do poznania biologii rozrodu pséw jest
przede wszystkim rozwdj biotechnik rozro-
du tego gatunku, ze szczeg6lnym uwzgled-
nieniem pozyskiwania zarodkéw in vitro
(in vitro production — IVP) oraz przeno-
szenia zarodkéw (embriotransfer — ET).
Rozwdj tych metod pozwolitby na roz-
mnazanie zwierzat z zaburzeniami rozro-
du, natomiast zastosowanie procedur IVP
opracowanych dla psa domowego zwigk-
szatoby szanse na zastosowanie wspoma-
ganego rozrodu innych, rzadkich i zagro-
zonych gatunkéw psowatych np. Alopex
lagopus, Canis aureus, C. latrans, C. lu-
pus. Mozliwos¢ zastosowania ulepszonej
procedury IVP u zwierzat dziko zyjacych
pozwolitaby na ocalenie co najmniej kilku-
dziesieciu zagrozonych gatunkéw z rodziny
Canidae. Obecnie w tzw. Czerwonej Ksie-
dze umieszczono ich az 36, z czego 9 za-
kwalifikowano jako zagrozone wymarciem.
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Wspomaganie rozrodu tych gatunkéw oraz
utrzymywanie ich populacji ex situ (w nie-
woli) pozwolitoby na zachowanie materia-
tu genetycznego i przedluzenia gatunkéw.
Obecnie przedmiotem badan w tym ob-
szarze jest optymalizacja warunkéw doj-
rzewania oocytéw suk w warunkach in
vitro. Liczne eksperymenty biologii mo-
lekularnej maja na celu analize miejsc syn-
tezy i wystepowania specyficznych bia-
tek oraz ekspresje genéw odgrywajacych
wazna role w przebiegu procesu dojrzewa-
nia jadra komoérkowego oraz badanie ul-
trastruktury oocytéw, ktéra ma znaczacy
wplyw na dojrzewanie cytoplazmatycz-
ne tych gamet.

Oogeneza

U wiekszosci gatunkéw ssakéw pierwsze
pierwotne komérki piciowe — komérki pra-
plciowe (KP) mozna zauwazy¢ u nasady
szypuly omoczni i u zarodkéw po zakon-
czonej gastrulacji. W zarodkach myszy wy-
odrebniono je jeszcze wczesniej, na tylnym
konicu smugi pierwotnej w fazie tarczki za-
rodkowej w 6-7 dniu rozwoju (1). W cza-
sie rozwoju jajnika ptodu oogonia mno-
73 sie intensywnie, a ich liczba znacznie
wzrasta. W 8-dniowym zarodku myszy
znajduje sie okolo 10-100 KP, natomiast
w 13 dniu rozwoju 5000—25 000 oogonii.
U kobiety w drugim miesigcu ciazy w obu
jajnikach ptodu znajduje si¢ okoto 600 000
komérek rozrodczych, a w piatym miesia-
cu jest ich juz 6 000 000 (2). Profaza me-
jotyczna rozpoczyna sie w okresie rozwo-
ju $Srédmacicznego u gatunkéw o dlugiej
cigzy. U zwierzat cechujacych sie krétka
ciaza rozpoczyna si¢ ona bezposrednio po
urodzeniu. Najczesciej oogonia stopniowo
wchodza w profaze mejotyczna, poczawszy
od grup polozonych w czesci rdzeniowej.
Rzadziej profaza mejozy rozpoczyna sie¢
réwnoczesnie lub prawie réwnocze$nie we

wszystkich oogoniach. Profaza mejotyczna
poprzedzona jest fazg S, w ktérej zachodzi
podwojenie zawarto$ci DNA i wytworze-
nie nowych chromatyd. W zygotenie i pa-
chytenie koniugujace chromosomy tworza
charakterystyczne kompleksy synaptemal-
ne. W okresie profazy mejotycznej wzrasta
objetos¢ jadra komoérkowego. W oocycie
pecherzykowym u $win jest ono pieciokrot-
nie wigksze niz w oogonium (3). W lepto-
tenie pory rozmieszczone s3 rGwnomier-
nie w calej otoczce, w zygotenie i pachyte-
nie przesuwaja sie i skupiaja sie na jednym
obszarze otoczki. W diplotenie rozmiesz-
czenie poréw ponownie jest rownomier-
ne. Przemieszczanie poréw zwigzane jest
z zanikaniem laminy jadrowej, ktéra znika
w leptotenie i pojawia sie ponownie w p6z-
nym pachytenie (3). Po zakoniczeniu profa-
zy proces podzialu mejotycznego zatrzy-
muje sie w diktiotenie, a oocyty wchodza
w stadium intensywnej aktywnos$ci me-
tabolicznej. Sparowane i zespiralizowane
chromosomy diktiotenowe ulegaja czescio-
wej despiralizacji.

Nie jest jasne, jakie czynniki powoduja
zatrzymanie procesu mejozy w fazie dik-
tiotenu. Przypuszcza sie, ze w tym stadium
oocyt utrzymuje sie dzieki intensywnym
procesom metabolicznym oraz aktywnosci
czynnika hamujacego dojrzewanie (oocy-
te maturation inhibitor — OMI) wytwa-
rzanego w pecherzyku jajnikowym i za-
wartego w plynie pecherzykowym. Ha-
mujacy wplyw plynu pecherzykowego na
dojrzewanie oocytéw wykazano u myszy,
szczura, chomika, krélika, $wini oraz by-
dfa (3). Dzialanie czynnika nie jest specy-
ficzne gatunkowo, gdyz plyn pecherzyko-
wy chomika hamuje dojrzewanie oocytéw
szczura, $wini i krowy (3). Oocyt w stadium
diktiotenu zostaje otoczony przez komor-
ki sznuréw plciowych, ktére wytwarzaja
woko! niego pecherzyk zawiazkowy. Za-
nikaja mostki cytoplazmatyczne, a oocyty
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zostaja oddzielone od siebie. W tym cza-
sie oocyt wchodzi w faze intensywne-
go wzrostu. Poczatkowo powieksza sie
$rednica oocytu, nastepnie syntezowane
sa duze ilosci RNA, gtéwnie rybosomal-
nego rRNA i heterogennego mRNA (4).
W oocycie zwigksza si¢ réwniez catkowi-
ta ilo$¢ biatek, ktdre sa syntezowane przez
sam oocyt oraz pobierane sg selektywnie
z krwi za posrednictwem komoérek wienca
promienistego. Faza diktiotenu trwa u ssa-
kéw bardzo dlugo, koniczy sie tzw. dojrze-
waniem oocytu, kiedy kontynuowany jest
pierwszy podzial mejotyczny i wyrzucone
ciatko kierunkowe.

Ultrastruktura oocytow

Budowa morfologiczna oocytéw jest
w znacznym stopniu podobna u wiekszo-
$ci ssakow (5). Zasadnicze réznice dotycza
obecnosci w oocytach pséw duzych ilosci
lipidéw zéttkowych, skupionych wokét po-
jedynczych centrioli. W oocytach innych
gatunkéw ssakéw (kota, konia, bydta, nor-
ki, cztowieka) wystepuja jedynie niewielkie
ilosci substancji lipidowych i tluszczowych
(6). W przypadku oocytéw suk stwierdzo-
no duza ilos¢ lipidéw zéltkowych zwiaza-
nych sa z blonami gladkiej siateczki $réd-
plazmatycznej, bioracych udzial w syntezie
oraz gromadzeniu triglicerydéw i lipopro-
tein (7). W oocytach psa domowego, po-
$rodku kropli lipidéw zoéttkowych znajdu-
je sie pojedyncza centriola. Podobne ob-
serwacje odnotowano w odniesieniu do
niektérych oocytéw innych ssakéw. Prze-
waznie jednak obserwowano pare centrio-
li stanowiacych tzw. cytocentrum oocytu
(5, 7). Funkcja pojedynczej centrioli w cen-
trum lipidu zéltkowego nie jest do konca
poznana. Sugeruje sie, Ze moze ona miec
wplyw na lokalizacje lub inicjacje synte-
zy lipidéw. We wszystkich fazach rozwo-
ju oocyt oraz otaczajace go komorki war-
stwy ziarnistej posiadaja charakterystycz-
ne struktury blonowe. Kontakt pomiedzy
tymi heterogenicznymi komérkami jest za-
chowany w oocytach wielu gatunkéw kre-
gowcéw (5,7,8,9,10). W oocytach psa do-
mowego w zaawansowanej fazie wzrostu,
w otoczeniu ciatek zéttkowych obserwu-
je sie réwniez pecherzykowe twory ziarni-
ste, o podwdjnej blonie i réznych wielko-
$ciach. Mniejsze pecherzyki maja homo-
genna macierz z pojedynczymi wakuolami.
Zaobserwowano w nich dwa rodzaje kro-
pel lipidowo-zéltkowych: jedne geste, oto-
czone blong, oraz inne, bardziej luzne oto-
czone szczatkowymi btonami (11).

Z badan Tesoriero (6) wynika, ze oocy-
ty pochodzace z pecherzykéw pierwotnych
maja centralnie polozone jadro z wyraz-
nym jaderkiem. Ooplazma zawiera wiele
duzych okraglych mitochondriéw, gtad-
ka siateczke $rodplazmatyczng oraz male
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cialka Golgiego. W tym wczesnym sta-
dium rozwoju oocyty posiadaja obszary,
w ktoérych btona komérkowa ma desmo-
somalne wzmocnienia, pozbawione mikro-
filamentéw. Oocyty pochodzace z rosng-
cych pecherzykéw jajnikowych znacznie
powiekszaja swoje rozmiary. Maja tak-
ze wiecej mitochondriéw, ktére czesto
pozostaja w kontakcie z btong jadrowsg.
W ooplazmie wystepuje jednorodna ma-
cierz zawierajaca pasma lub blony gtadkiej
siateczki §rédplazmatycznej oraz duza licz-
be ciatek Golgiego. Zaréwno w rosnacych
oocytach, jak i w otaczajacych je komér-
kach wzrasta liczba organelli oraz ilo$¢ li-
pidéw. Pojawiaja sie one w oocytach pier-
wotnych, a ich ilo§¢ wzrasta podczas ca-
tej oogenezy. Ciala zéltkowe sa zwiazane
z bonami gtadkiej siateczki srédplazma-
tycznej, ktdéra otacza pojedyncze ciatka
tluszczowe lub ich grupy. Tluszcz z6ttko-
wy gromadzi si¢ poczatkowo wokét poje-
dynczych centrioli niezwigzanych z apa-
ratem Golgiego lub innymi strukturami
cytoplazmatycznymi. Dalsze formowanie
ciatek tluszczu zéttkowego przebiega bez
udzialu centrioli. W pdzniejszej fazie roz-
woju oocyty maja duze, okragte mitochon-
dria oraz wiele ciatek ttuszczu zéttkowego.
Obszary cytoplazmy graniczace z komor-
kami warstwy ziarnistej sa bogate w duze
aparaty Golgiego, liczne mitochondria oraz
specyficzne ziarna korowe (cortical granu-
les) wielkosci okoto 400 nm. Maja one ma-
cierz, ktéra jest oddzielona od otaczajacej
blony niewielka wolna przestrzenia. Pe-
cherzyki te pozostaja w potaczeniu z apa-
ratami Golgiego usytuowanymi w korze
oocytu. Podobne pecherzyki, o wielkosci
700 nm, otoczone podwdjna btong z he-
terogenng macierza znajduja si¢ réwniez
w cytoplazmie otaczajacej cialka zoéttkowe.
Niektére pecherzyki maja jedno lub wiecej
niewielkich wakuoli zawierajacych mate-
rial podobny do tego, ktéry otacza ciatka
z6ltkowe. Oocyty zwiekszaja swoje roz-
miary poprzez wytwarzanie duzych ilosci
tluszczowych cialek zéltkowych. Lipidy
te pozostaja w osobnych, pecherzykowa-
tych tworach. Natomiast istniejace cialka
tluszczu zoéttkowego powiekszaja sie pod-
czas wzrostu oocytu.

Organelle odgrywajace kluczowa role
w dojrzewaniu oocytow

Jadro komorkowe oocytow

W ultrastrukturze jadra komérkowego roz-
réznia si¢ dwa podstawowe obszary: otocz-
ke jadrowa oraz wnetrze jadra— nukleopla-
zme, zawierajacy informacje genetyczne
(12). Nukleoplazma dzieli si¢ na trzy mor-
fologicznie zdefiniowane regiony: skonden-
sowanej chromatyny, okotochromatynowy
oraz przestrzen miedzychromatynowa (13).

Prace pogladowe

W dwdch ostatnich obszarach nukleopla-
zmatycznych pojawiaja sie struktury za-
wierajace RNP. Nukleoplazma jest réw-
niez miejscem syntezy heterogennego ja-
drowego RNA (hnRNA), pre-mRNA oraz
malych jadrowych RNA (snRNA; 14). He-
terogenny jadrowy RNA stanowi populacje
czasteczek o zmiennym wymiarze, z kt6-
rych czesé reprezentuje serie etapéw doj-
rzewania informacyjnych RNA (mRNA)
eksportowanych do cytoplazmy (14). Poza
jaderkowymi widknami i ziarnisto$ciami
w jadrze wystepuja réwniez ziarnistosci
miedzychromatynowe (IG), okotochroma-
tynowe (PG) oraz widkna okolochroma-
tynowe (PF) (15). W jadrze komérkowym
rozréznia si¢ nastepujace regiony struktu-
ralne: otoczke jadrowa (NE), skladajaca sie
z zewnetrznej i wewnetrznej blony jadro-
wej, przestrzeni okolojadrowej, komplek-
sow porowych oraz peryferyjnej blaszki
jadrowej, jaderko (No), heterochromaty-
ne uorganizowana w geste struktury zlo-
kalizowane pod otoczka jadrowa, wiékna
jaderka jako chromatyne okotojaderkowa
oraz kariolimfe (tzw. region miedzychro-
matynowy, IC; 14). Z badan ultrastruktu-
ry wynika, ze niewielka liczba mitochon-
driéw, ich peryferyjne ulozenie w niewiel-
kich, skoncentrowanych grupach, obecno$é
nielicznych granul korowych zwiazanych
z aparatem Golgiego oraz koricami TPZs
$wiadcza o niedojrzalosci cytoplazmatycz-
nej oocytéw (16). U psa domowego wyste-
puja dwa typy oocytdw, rézniace sie pod
wzgledem polozenia jadra komérkowe-
go. Komorki z centralnie polozonym ja-
drem (GVc) wykazuja oznaki niedojrzalo-
$ci, takie jak niewielka liczba organelli he-
terogenicznie ulozonych w cytoplazmie,
natomiast oocyty z peryferyjnie polozo-
nym jadrem (GVp) wydaja sie bardziej za-
awansowane w rozwoju (z wieksza liczba
organelli, rozproszonych na obszarze cy-
toplazmy. Oocyty GVc maja jaderko po-
zbawione blony (NSN), natomiast oocyty
GVp charakteryzuja si¢ obecno$cia jader-
ka otoczonego blona (SN) w konfiguracji
obserwowanej réwniez w oocytach my-
szy oraz cztowieka. Oocyty w konfiguracji
GVc maja mniejszy potencjal rozwojowy
i w niewielkim odsetku dojrzewaja w wa-
runkach in vitro. Sposréd oocytéw, ktére
wznowily podzialy mejotyczne, 69% sta-
nowily komérki GVp (16). Przypuszcza
sig, ze nieprawidlowo dobrane warunki
dojrzewania oocytéw psa domowego in
vitro doprowadzaja do braku odpowied-
niej synchronizacji pomiedzy przebiegiem
dojrzewania jadrowego oraz cytoplazma-
tycznego (16).

Mitochondria

Mitochondria sa lipoproteinowymi or-
ganellami otoczonymi dwoma blonami
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o charakterystycznej strukturze. Ich pod-
stawowa funkcja jest transformacja energii
zawartej w substratach w wysokoenerge-
tyczne wiazania fosforowe ATP. Sa to struk-
tury dynamiczne, przejawiajace zdolnosc
przemieszczania sie wraz z ruchami cyto-
plazmy, polaczone czesto z mikrotubulami
cytoszkieletu. Podczas podziatéw komér-
kowych mitochondria skupiaja sie w pobli-
zu wrzeciona podzialowego (14). W oocy-
tach przemieszczanie si¢ mitochondriéw
gwarantuje dostarczenie odpowiedniej ilo-
$ci ATP oraz wapnia w tych regionach ko-
morki, gdzie substancje te sa niezbedne do
prawidlowego przebiegu dojrzewania (17).
Rozmieszczenie mitochondriéw w oocycie
moze by¢ wskaznikiem zapotrzebowania
komorki na energie oraz jony. W oocy-
tach myszy w fazie GVBD (germinal ve-
sicle break down) oraz metafazie I naste-
puje gromadzenie sie tych organelli w po-
blizu jadra oraz polaryzacja ich ulozenia
podczas powstawania wrzeciona podzia-
fowego (18). W zaplodnionych oocytach
chomika oraz czlowieka gromadzenie si¢
aktywnych mitochondriéw nastepowa-
fo w okolicy przedjadrzy (19, 20). Nato-
miast w oocytach myszy, przed wznowie-
niem mejozy (GVBD), gromadzenie sie
mitochondriéw nastepuje w charaktery-
stycznych skupiskach. Agregacja ta ma
prawdopodobnie zwiazek z konieczno-
$cig zapewnienia w tym czasie wysokiej
ilosci energii, regulacji stezenia wolnego
wapnia niezbednych do zapoczatkowania
GVBD oraz regulacji miedzykomoérkowej
homeostazy (21). Po uruchomieniu me-
jozy mitochondria pozostaja w obszarze
okolojadrowym, co wiazane jest z wyso-
kim zapotrzebowaniem energetycznym
podczas tworzenia wrzeciona podziato-
wego, kondensacja chromatyny, ruchem
chromosoméw oraz wyrzucaniem I cial-
ka kierunkowego (17). W oocytach $win
mitochondria pozostaja w obszarze okoto-
jadrowym od stadium pecherzyka zarod-
kowego (germinal vesicle — GV) do anafa-
zy I, natomiast w dojrzalych oocytach (po
ukoriczeniu podzialu mejotycznego w sta-
dium MII) mitochondria sa wieksze i roz-
fozone w obszarze cytoplazmy. Duza licz-
be aktywnych mitochondriéw mozna za-
obserwowa¢ w I ciatku kierunkowym (17).
Brak natomiast danych odnosnie do dys-
trybucji mitochondriéw podczas dojrze-
wania oocytéw psa domowego.

Cytoszkielet

W ultrastrukturze oocytéw, podobnie jak
w wiekszo$ci komorek eukariotycznych,
cytoplazma podstawowa jest dwufazowa,
zawiera tzw. faze wodna oraz faze biatko-
wa, stanowiaca macierz cytoplazmatyczna.
Macierz cytoplazmatyczna (CM — cytoma-
trix) jest rozprzestrzeniona w cytoplazmie

dynamiczna i niejednorodna pod wzgle-
dem morfologicznym i molekularnym sie-
cia widkien biatkowych. Posréd nich roz-
réznia si¢ cytoszkielet oraz mikrotrabeku-
larna sie¢ przestrzenna (microtrabecular
lattice — MTL; 14). Cytoszkielet stano-
wi tréjwymiarowy uklad trzech rodzajéw
widkien: mikrofilamentéw (MF) o $rednicy
okoto 6 nm, mikrotubul (MT) o $rednicy
okoto 25 nm oraz filamentéw posrednich
(IF — intermediate filaments) o $rednicy
10 nm. Filamenty aktynowe i tubulinowe
sa zbudowane z globularnych podjedno-
stek biatkowych, ulegajacych szybkiej po-
limeryzacji i depolimeryzacji. Filamenty
posérednie s3 natomiast mniej podatne na
depolimeryzacje, a tym samym sa bardziej
trwale. Sie¢ mikrotrabekularna utworzona
jest przez cienkie wldékna o $rednicy 5-10
nm i dlugos$ci 50-100 nm (22). Lacza one
ze sobag filamenty i organelle komérkowe
w jedna calo$é. Mikrotrabekule sg biat-
kami towarzyszacymi mikrofilamentom,
mikrotubulom i filamentom po$rednim,
naleza do nich ABP (actin binding prote-
ins), MAP (microtubule associated prote-
ins) oraz IFAP (intermediate filament as-
sociated proteins; 14).

Polimeryzacja aktyny niezorganizowa-
nej w filamenty aktynowe odgrywa znacza-
ca role w dojrzewaniu oocytéw ssakéw oraz
w procesie zaptodnienia (23). Niewlasci-
we warunki dojrzewania oocytéw in vitro
maja znaczacy wplyw na funkcjonowanie
mikrotubul i mikrofilamentéw, co moze
by¢ przyczyna nieprawidlowosci podczas
zaplodnienia oraz wczesnego rozwoju za-
rodkéw (24, 25, 26, 27, 28). Z dotychcza-
sowych badan wynika, ze dojrzewanie ja-
dra oocytéw psa domowego zwiazane jest
réwniez z prawidlowym przebiegiem for-
mowania cytoszkieletu (29, 30), zaréwno
w odniesieniu do mikrotubul (31, 32, 33),
jak i mikrofilamentéw (32).

Filamenty aktynowe nie biora aktywne-
go udzialu w uruchomieniu mejozy oraz
formowaniu wrzeciona podzialowego, kon-
troluja natomiast ruch chromatyny podczas
dojrzewania oocytéw. W stadium GV fila-
menty aktynowe sa ulozone w korze oocy-
téw wokolo chromatyny (25, 34). Nato-
miast po uruchomieniu mejozy (GVBD),
okoto 3 godziny przed wyrzuceniem I cial-
ka kierunkowego, wrzeciono podzialowe
formuje sie w centrum komdrki i rozpoczy-
na migracje w kierunku btony komérko-
wej (35). W oocytach myszy, na poczatku
procesu dojrzewania (w stadium GVBD),
w centrum komérki rozpoczyna sie formo-
wanie wrzeciona podzialowego. Zachowa-
nie ksztaltu oraz umiejscowienia wrzecio-
na zapewnia duza ilo§¢ obecnej w tym ob-
szarze aktyny oraz czynniki indukujace
polimeryzacje mikrofilamentéw (jaspla-
kinolide — JA; 36). W niesprzyjajacych
warunkach podczas procesu dojrzewania

dochodzi¢ moze do nieprawidtowego for-
mowania cytoszkieletu, uszkodzenia sieci
mikrotubul oraz kondensacji chromoso-
moéw (37, 38, 39, 35). Z badan przeprowa-
dzonych na oocytach chomika, bydta, $wi-
ni oraz czlowieka wynika, ze formowanie
wrzeciona podzialowego nie jest regulowa-
ne przez mikrofilamenty, natomiast ruch
chromosoméw ku biegunom komérki jest
procesem zaleznym od mikrofilamentéw
(32, 25, 36, 40). Dodatkowo aktywacja pro-
motoréw podzialéw komoérkowych, takich
jak MAPK (mitogen-associated protein ki-
nase) oraz MPF (M-phase promoting fac-
tor) jest $cisle powiazana z dynamika mi-
krotubul (35, 41).

Mikrotubule

Mikrotubule sa ultracienkimi tworami
tworzacymi uktady w ksztalcie cylindréw.
Ich $rednica zewnetrzna wynosi od 18 do
34 nm (42). Zbudowane sg z protofilamen-
téw — polipeptydowych bialek — tubuliny.
Budulcem tubuliny jest heterodimer o ma-
sie czasteczkowej 110—120 kDa, utworzo-
ny z dwdch liniowo utozonych monome-
row. Protofilament jest polimerem hete-
rodimeréw a- i B-tubuliny. Mikrotubule
tworza szkielet wrzeciona podzialowego,
zapewniajac ruch chromosoméw oraz bu-
dujac zaréwno centriole, jak i cztery grupy
wibkien wrzeciona. Naleza do nich wiék-
na: ciagle, chromosomowe, migedzychro-
mosomowe oraz astralne. Podczas podzia-
6w chromosomy poruszaja sie wzdiuz sta-
cjonarnych mikrotubul kinetochorowych,
ktoére skracaja sie przez depolimeryza-
cje przy kinetochorach w przewezeniach
chromosoméw (43). Mikrotubule, homo-
logiczne polimery a- i f-tubuliny sa dyna-
micznymi, wewnetrznymi filamentami po-
larnymi (43). Z badan przeprowadzonych
na myszach wynika, ze w oocytach moz-
na rozrézni¢ dwie odrebne populacje cen-
trosomow, jedna w obszarze mejotyczne-
go wrzeciona podzialowego, druga w cy-
toplazmie (44). Mikrotubule sa zbudowane
w 85% z tubuliny. Pozostala czes¢ stano-
wia biatka nietubulinowe (biatka towarzy-
szace mikrotubulom — MAP; 21). Tubuliny
a i zawieraja odpowiednio 450 i 445 ami-
nokwaséw, sa niejednorodne i reprezen-
tuja rodziny wielogenowe (14). Z analizy
potozenia mikrotubul w oocytach w réz-
nych fazach cyklu komérkowego wynika,
ze w stadium GV wtékna tubulin podko-
rowej i okolojadrowej zlokalizowane sa
w cytoplazmie, natomiast w fazie GVBD
niewielkie ilo$ci mikrotubul gromadza si¢
w okolicy chromatyny. W metafazie I wiok-
na tubulinowe wydluzaja sie i tacza z chro-
matynam, otaczajac wrzeciono podzialo-
we. Natomiast w metafazie II mikrotubule
obserwuje si¢ w obszarze wrzeciona po-
dzialowego oraz w niewielkich ilosciach
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w cialku kierunkowym. W fazie GVBD
mikrofilamenty koncentruja si¢ w pobli-
zu chromatyny, ktéra obserwowano naj-
cze$ciej w obszarach bogatych w aktyne.
Po wyrzuceniu I ciatka kierunkowego do-
meny mikrofilamentéw wystepuja gtéwnie
woko! chromosoméw oocytu oraz ciatka
kierunkowego (43).

Mikrofilamenty

Aktyna jest bialkiem o dobrze poznanej
roli, bioracym udzial zaréwno w prze-
mieszczaniu sie komorek, jak i w trans-
porcie blonowym (23). Stanowi ona 15—
20% biatek kazdej komorki eukariotycznej
(45). Znane sa dwie postacie aktyny: mo-
nomeryczna o ksztalcie sferycznym oraz
spolimeryzowana w formie wldknistej (od-
powiednio aktyna G oraz aktyna F). Ak-
tyna zbudowana jest z taricucha polipep-
tydowego, skladajacego sie z 375 amino-
kwaséw. Struktura pierwszorzedowa tego
biatka jest wysoce konserwatywna. Wéréd
zastapient aminokwasowych wiekszo$¢ sta-
nowi podstawienia konserwatywne, wy-
stepujace najczesciej w obrebie 17 reszt
aminoterminalnego obszaru czasteczki,
szczegblnie w N-koricowym czteropepty-
dzie, ale zachowuje ona kwasowy charak-
ter (14). Na podstawie réznic w sekwencji
reszt aminokwasowych N-konca zidenty-
fikowano cztery formy izomerycznych ak-
tyn: o, B, y, 8. Postac spolimeryzowana ak-
tyny tworzg dwa spiralnie zwiniete wokét
siebie taficuchy. Typowy jednostartowy
filament zawiera 500—1000 protomeréw
i moze by¢ rozpatrywany jako lewoskretna
helisa majaca 2,16 podjednostek na skret.
W badaniach przeprowadzonych na leu-
kocytach wykazano obecno$¢ dwéch ty-
pow widknistej aktyny F: stabilnej, zloka-
lizowanej pod btong komérkowa, oraz la-
bilnej rozproszonej w calej komorce (46).
Nowe filamenty aktynowe powstaja przez
fragmentacje istniejacych juz wiékien lub
de novo z wyspecjalizowanych element6w.
Najlepiej opisanym komponentem two-
rzacym wiékna aktynowe jest kompleks
bialek ARP 2/3 (actin-related protein 2/3
complex) katalizujacy polimeryzacje akty-
ny, stymulowany poprzez aktywno$¢ bia-
tek z rodziny WASP/Scar (47). Kolejnymi
biatkami bioracymi udzial w formowaniu
wldkien aktyny poprzez katalizowanie ich
wydluzania oraz ochronie polimeréw sa
forminy (48). Natomiast stabilno$¢ fila-
mentéw aktynowych zapewnia ADF (ac-
tin-depolymerizing factor) ulegajacy depo-
limeryzacji w celu ograniczenia powstawa-
nia nowych filamentéw oraz limitowania
elongacji (49). Rola filamentéw aktyno-
wych w komérkach eukariotycznych pole-
ga przede wszystkim na utrzymywaniu ich
odpowiedniego ksztaltu. Biora one réw-
niez udzial w przemieszczaniu komorek,
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Ryc. 1. Ultrastruktura oocytu suki bezposrednio po pobraniu z jajnikdw, obraz z mikroskopu elektronowego, po-
wiekszenie 10 000%; a - mitochondria o zatartej strukturze grzebieni mitochondrialnych oraz zwiekszonej ge-
stosci elektronowej, b - ziarna korowe, ¢ - wypustki cytoplazmatyczne, d - obrzmiate, przezierne mitochondria
pozbawione grzebieni, e - krople lipidowe, f - wakuolizacja cytoplazmy, g - gtadka siateczka $rédplazmatycz-
na, h - aparat Golgiego, i - skupiska mitochondriéw pod ostonka przejrzysta)

ich wzroscie i polaryzacji, ruchu organel-
li, endo- i egzocytozie, replikacji oraz re-
gulacji genéw. Niewiele natomiast wia-
domo na temat roli aktyny w gametach.
Nieliczne sa badania odno$nie do roli cy-
toszkieletu w rozwoju gamet, zaplodnie-
niu i wezesnym rozwoju zarodkowym (23).
Oprécz mikrotubul gtéwnym sktadnikiem
cytoszkieletu sa mikrofilamenty. Zlokali-
zowane gféwnie w cytoplazmie otaczaja
mejotyczne wrzeciono podzialowe oocy-
téw u myszy, §wini, szczura oraz czlo-
wieka (50, 51, 26, 27, 52, 53, 54). Obszar
bogaty w mikrofilamenty sluzy prawdo-
podobnie do wzmocnienia i utrzymania
uformowanego wrzeciona podzialowego,
ustawienia chromosoméw w odpowied-
niej pozycji podczas podzialu komérko-
wego oraz usuwania cialka kierunkowe-
go podczas dojrzewania oocytu i zaplod-
nienia (51, 26, 55).

Szczegotowe badania ultrastruktury
oocytow suki przed i w trakcie
dojrzewania

Ze wstepnych badan przeprowadzonych
w Katedrze Weterynarii Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu wynika, ze
przed rozpoczeciem procesu dojrzewania
oocytéw psa domowego mitochondria licz-
nie gromadza w korowej czesci cytoplazmy
oraz bezposrednio pod ostonka przejrzysta
(rye. 1). Aparaty Golgiego i blony gladkiej
siateczki Srédplazmatycznej byly nieliczne
i wystepowaly jedynie w obszarze okolo-
jadrowym oraz korowym. Ziarna korowe
w niewielkiej liczbie obserwowano w oko-
licy blony komoérkowej, rzadziej w glebi cy-
toplazmy. Obserwacje te sa zgodne z wyni-
kami uzyskanymi przez De Lesegno i wsp.
(56). Ustalili oni, ze ultrastruktura oocy-
téw, ktére po 72 godzinach dojrzewania
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Ryc. 2. Ultrastruktura oocytu suki po dojrzewaniu, obraz z mikroskopu elektronowego, powiekszenie 10 000x;
a - mitochondria kapturkowe, b - obrzmiate mitochondrium o cze$ciowo zatartym grzebieniu, ¢ - mitochondria
o0 duzej gestosci elektronowej pozbawione grzebieni, d - gtadka siateczka Srédplazmatyczna, e- szorstka sia-
teczka Srodplazmatyczna, f- mitochondria w pecherzyku, g - aparat Golgiego, h - jadro komdrkowe

nadal pozostawaly w stadium GV byta po-
dobna do obserwowanej w oocytach przed
dojrzewaniem. Pewne réznice polegaly na
zwiekszeniu gladkiej siateczki $rédpla-
zmatycznej oraz aparatéw Golgiego, kt6-
re tworzyly skupienia znacznych rozmia-
réw (56). Telofaza I charakteryzowata sie
duzym nagromadzeniem mitochondriéw
pod btona komérkowa, natomiast w meta-
fazie II duza liczba mitochondriéw wyste-
powata w warstwie korowej. Sredniej wiel-
kosci skupiska tych organelli obserwowa-
no réwniez w calym obszarze cytoplazmy.
Wiyniki te sa zgodne z obserwacjami wta-
snymi, w ktérych po 72 godzinach dojrze-
wania stwierdzano silne nagromadzenie
mitochondriéw w okolicy ostonki przejrzy-
stej. Zaobserwowano réwniez mitochon-
dria kapturkowe, nieopisywane w literatu-
rze w odniesieniu do oocytéw psa domo-
wego, notowane jednak w oocytach bydta
(57). Oocyty dojrzale charakteryzowata

obecnos¢ licznych skupisk gladkiej siatecz-
ki srédplazmatycznej potozonych w pobli-
zu mitochondriéw (16, 56). W badaniach
wlasnych podobne rozmieszczenie tych
organelli obserwowano juz po 24 godzi-
nach inkubacji. Oznakami uszkodzen mi-
tochondriéw byly zatarcia struktury grze-
bieni mitochondrialnych oraz obrzmienie
tych organelli (ryc. 2). W 72% niedojrzalych
oocytach psa domowego aktywne mito-
chondria ulozone sa peryferyjnie, bezpo-
$rednio pod oslonka przejrzysta. Podob-
ne wyniki uzyskano w badaniach oocytéw
owcy, bydla oraz $wini (58, 17). W oocy-
tach suki taki spos6b umiejscowienia sku-
pisk mitochondriéw po uptywie 72 godzin
inkubacji, moze by¢ zwiazany z utrzymy-
waniem $cislych potaczen szczelinowych
w obszarze COC po ukonczeniu dojrzewa-
nia oocytéw. Gromadzenie mitochondriéw
w obszarze okolojadrowym rozpoczyna sie
w momencie zapoczgtkowania stadium

GVBD i jest prawdopodobnie zwiazane
z wysokim zapotrzebowaniem energetycz-
nym wywolanym wznowieniem podzialu
mejotycznego w oocytach. Przypuszcza
sig, ze mitochondria lezace w obszarze
okotojadrowym zapewniaja odpowiednia
ilo§¢ ATP, niezbednego do zapoczatkowa-
nia fazy GVBD (17). Mitochondria praw-
dopodobnie sa réwniez regulatorem ste-
zenia wolnego wapnia. Udowodniono, ze
dostarczenie duzej iloéci wolnego wapnia
jest czynnikiem niezbednym do podjecia
fazy GVBD przez oocyty $wini, a ulozenie
mitochondriéw jest §cisle zwigzane z re-
gulacja wewnatrzkomoérkowej homeostazy
oocytéw (59, 60). Liczne gromadzenie sie
mitochondriéw w okolicy jadra obserwo-
wano we wszystkich stadiach podzialu me-
jotycznego. Bylo to spowodowane prawdo-
podobnie przez wysokie zapotrzebowanie
energetyczne podczas formowania wrze-
ciona podzialowego, kondensacje chroma-
tyny, przemieszczania chromosoméw oraz
wyrzucenia ciatka kierunkowego.
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