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Streszczenie: Dojrzewanie oocytów krêgowców zostaje zablokowane w stadium metafazy drugiego po-
dzia³u mejotycznego. Oocyty, które osi¹gnê³y to stadium, s¹ owulowane, a nastêpnie mog¹ byæ aktywo-
wane przez wnikaj¹cy plemnik lub przez dzia³anie bod�ca partenogenetycznego. Za utrzymanie bloku w
stadium metafazy drugiego podzia³u mejotycznego odpowiedzialna jest aktywno�æ cytostatyczna (CSF),
która nie dopuszcza do inaktywacji g³ównego regulatora fazy M, jakim jest kinaza CDK1 � cyklina B.
Zanik aktywno�ci CSF wydaje siê niezbêdny do ukoñczenia przez oocyt drugiego podzia³u mejotyczne-
go i rozpoczêcia rozwoju zarodkowego. Do�wiadczenia przeprowadzone na oocytach p³azów doprowa-
dzi³y do odkrycia czynników zaanga¿owanych w powstawanie aktywno�ci cytostatycznej. Dotychczas
najlepiej scharakteryzowana zosta³a rola bia³ek szlaku kinazy MAP (ERK1/ERK2), choæ ci¹gle nieznany
jest dok³adny mechanizm dzia³ania tych kinaz jako sk³adnika CSF. Prowadzone s¹ równie¿ badania nad
rol¹ innych czynników, takich jak: bia³ka zaanga¿owane w regulacjê punktu kontrolnego wrzeciona
podzia³owego oraz bia³ka z rodziny Emi. Niniejszy artyku³ ma na celu przedstawienie aktualnej wiedzy
na temat natury tej aktywno�ci, jej roli w regulacji mejozy oocytów ssaków, na przyk³adzie myszy jako
organizmu modelowego, jak równie¿ perspektyw dalszych badañ.

S³owa kluczowe: ssaki, mysz, oocyt, mejoza, czynnik cytostatyczny.

Summary: Maturing vertebrate oocytes become arrested in metaphase of the second meiotic division. These
oocytes are ovulated, and then can be activated by sperm or parthenogenetic stimulus. Metaphase arrest is
mediated by the cytostatic activity � CSF, that prevents the inactivation of the major M-phase regulator i.e.
CDK1-cyclin B kinase. CSF inactivation seems to be necessary for the completion of the second meiotic division
and the initiation of the embryonic development. Analysis of amphibian oocyte maturation led to the discovery of
factors crucial for the CSF activation. Among them are proteins involved in MAP kinase (ERK1/ERK2) pathway.
Moreover, several studies focus on the factors regulating the function of the spindle assembly checkpoint and also
members of the Emi protein family. Current review focus on mouse as a model organism. We discuss current
understanding of the nature of cytostatic activity, its role in the meiotic maturation of mammalian oocytes and also
present perspectives of further investigations.
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WPROWADZENIE

Oocyty znajduj¹ce siê w jajniku samicy myszy zablokowane s¹ w stadium profazy
pierwszego podzia³u mejotycznego. Oocyty te przechodz¹ fazê wzrostu, podczas której
w ich cytoplazmie gromadzone s¹ mRNA i bia³ka niezbêdne dla prawid³owego przebiegu
dalszych etapów dojrzewania, a nastêpnie pocz¹tkowych etapów rozwoju zarodkowego.
Wtedy te¿ oocyty nabieraj¹ zdolno�ci do wznowienia mejozy w odpowiedzi na indukcjê
hormonaln¹ lub izolacjê z pêcherzyków jajnikowych i hodowlê in vitro [8]. Stadium
profazy okre�lane jest tak¿e jako stadium pêcherzyka zarodkowego, a nazwa ta pochodzi
od angielskiego okre�lenia j¹dra oocytu � Germinal Vesicle (GV). Wznowienie mejozy
przebiega w oocytach pod kontrol¹ czynnika odkrytego w 1971 roku przez Masui�ego
i Markerta oraz Smitha i Eckera podczas badañ nad oocytami Rana pipiens i
okre�lonego mianem MPF (z ang. Maturation Promoting Factor lub M-phase
Promoting Factor) [25]. Pó�niejsze badania wykaza³y, ¿e jest to uniwersalny czynnik
reguluj¹cy nie tylko podzia³y mejotyczne oocytów krêgowców, ale tak¿e podzia³y
mitotyczne komórek zarodkowych i somatycznych tak ró¿nych organizmów jak ro�liny
i zwierzêta, a tak¿e komórek grzybów [25]. Obecnie wiadomo, ¿e MPF jest heterodime-
rem sk³adaj¹cym siê z podjednostki regulacyjnej � cykliny B oraz podjednostki
katalitycznej CDK1 (z ang. Cyclin Dependent Kinase 1), która jest kinaz¹ serynowo-
treoninow¹ o masie 34 kD [9]. Podstawow¹ rol¹ MPF w komórce jest fosforylacja
okre�lonych bia³ek, takich jak: laminy j¹drowe czy histon H1. Procesy te s¹ niezbêdne
do rozpoczêcia fazy M cyklu komórkowego.

W oocytach, które wznowi³y mejozê, dochodzi do aktywacji MPF, co prowadzi do
fosforylacji lamin, ich depolimeryzacji i w efekcie do zaniku otoczki j¹drowej. Zjawisko
to okre�lane jest jako rozpad pêcherzyka zarodkowego (z ang. Germinal Vesicle
BreakDown, GVBD). Równocze�nie rozpoczyna siê kondensacja chromatyny oraz
tworzenie wrzeciona metafazy pierwszego podzia³u mejotycznego (metafazy I, MI)
[1]. W oocytach myszy aktywno�æ MPF ro�nie stopniowo od momentu wznowienia
mejozy i osi¹ga maksimum po oko³o 4 godz., kiedy znajduj¹ce siê w oocycie chromosomy
u³o¿one s¹ w p³ytce równikowej, a zwi¹zane z nimi mikrotubule formuj¹ wrzeciono
podzia³owe [1]. Stadium to zwyczajowo okre�la siê mianem metafazy I. Wydaje siê
jednak, ¿e bardziej prawid³owe by³oby stwierdzenie, ¿e oocyty znajduj¹ siê w stadium
prometafazy. Badania ostatnich lat wykaza³y bowiem, ¿e w takich oocytach proces
formowania prawid³owych po³¹czeñ miêdzy kinetochorami chromosomów a mikotubu-
lami wrzeciona podzia³owego nie zosta³ jeszcze ukoñczony, a zatem aktywny jest punkt
kontrolny wrzeciona podzia³owego [1]. Obecnie przyjmuje siê, ¿e dopiero wytworzenie
stabilnych po³¹czeñ miêdzy kinetochorami a mikrotubulami wrzeciona, prowadz¹ce do
inaktywacji punktu kontrolnego, wyznacza moment rozpoczêcia metafazy [26]. W
dojrzewaj¹cych oocytach myszy nastêpowa³oby to dopiero w 8�9 godz. od momentu
wznowienia mejozy. Wtedy aparat podzia³owy staje siê w pe³ni funkcjonalny i dochodzi
do ukoñczenia pierwszego podzia³u mejotycznego. Podzia³owi temu towarzyszy
przej�ciowy spadek aktywno�ci MPF spowodowany proteolityczn¹ degradacj¹ cykliny
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B (ryc. 1) [1, 18]. Bezpo�rednio po ukoñczeniu podzia³u tworzone jest wrzeciono oraz
p³ytka metafazy drugiego podzia³u mejotycznego (metafazy II, MII). Równocze�nie,
dziêki ci¹g³ej syntezie cykliny B i ³¹czeniu siê jej z CDK1, aktywno�æ MPF ponownie
wzrasta (ryc. 1) [1, 18]. Oocyty pozostaj¹ zablokowane w metafazie II a¿ do momentu
aktywacji przez plemnik lub bodziec partenogenetyczny. Blok w stadium metafazy II
mo¿e byæ utrzymywany przez wiele godzin dziêki czynnikowi cytostatycznemu
(CytoStatic Factor, CSF), okre�lanemu te¿ mianem aktywno�ci cytostatycznej, która
utrudnia inaktywacjê MPF w oocytach, a co za tym idzie ukoñczenie drugiego podzia³u
mejotycznego.

Czynnik cytostatyczny zosta³ po raz pierwszy opisany w 1971 przez Masui�ego i
Markerta jako sk³adnik cytoplazmy oocytów Rana pipiens zablokowanych w stadium
metafazy II [25]. Wprowadzenie cytoplazmy pobranej z takich oocytów do jednego z
blastomerów dwukomórkowego zarodka doprowadzi³o do zablokowania podzia³u
mitotycznego tego blastomeru. Wynik tego do�wiadczenia sugerowa³, ¿e czynnik, który
spowodowa³ zablokowanie mitozy w dziel¹cym siê blastomerze, odpowiada³ tak¿e za
naturalny blok oocytów Rana pipiens w stadium metafazy II [25]. Aktywno�æ CSF w
owulowanych oocytach myszy zosta³a potwierdzona po raz pierwszy dopiero w 1993
roku przez Kubiaka i wspó³pracowników, którzy wykazali, ¿e cytoplazma owulowanych

RYCINA 1. Aktywno�æ MPF, kinazy MAP oraz CSF podczas dojrzewania mejotycznego oocytów
myszy. Podzia³y mejotyczne oocytu zostaj¹ wznowione w momencie GVBD oznaczonym na wykresie
jako 0 godz. Aktywno�æ MPF (mierzona jako aktywno�æ kinazy histonu H1, czyli kinazy CDK1 �
cyklina B) ro�nie prawie równocze�nie z aktywno�ci¹ kinazy MAP. Aktywny CSF wykrywany jest w
stadium metafazy II podzia³u mejotycznego. Ja�niejsza przerywana linia oraz znak zapytania nad wykresem
aktywno�ci CSF obrazuj¹ hipotezê, ¿e do aktywacji CSF mo¿e dochodziæ ju¿ w stadium metafazy I
podzia³u mejotycznego
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oocytów myszy zablokowanych w metafazie II jest w stanie zablokowaæ mitozê w
dziel¹cym siê zarodku myszy [1].

Od wielu lat prowadzone s¹ badania maj¹ce ma celu okre�lenie, jakie czynniki
odpowiedzialne s¹ za pojawienie siê aktywno�ci cytostatycznej w oocytach, które
osi¹gnê³y stadium metafazy II. Pionierskie do�wiadczenia dotyczy³y oocytów p³aza
Rana pipiens. Obecnie g³ównym obiektem badañ jest afrykañska ¿aba szponiasta
Xenopus laevis. Wyniki wielu tych badañ znalaz³y potwierdzenie w do�wiadczeniach
prowadzonych z wykorzystaniem oocytów ssaków (g³ównie myszy). Dostêpne s¹ jednak
dane sugeruj¹ce istnienie miêdzygatunkowych ró¿nic w funkcjonowaniu CSF.

2. NATURA CZYNNIKA CYTOSTATYCZNEGO

Masui i Markert wykazali, ¿e w cytoplazmie zablokowanych w metafazie II oocytów
p³azów wykrywana jest aktywno�æ CSF [25]. W 1998 roku Ciemerych i Kubiak, anali-
zuj¹c oocyty myszy szczepu LT/Sv, które wykazuj¹ szereg zaburzeñ dojrzewania
mejotycznego, postawili hipotezê, ¿e do aktywacji CSF mo¿e dochodziæ ju¿ w stadium
metafazy I. Dotychczas jednak nie udowodniono, aby zjawisko takie rzeczywi�cie
zachodzi³o tak¿e podczas dojrzewania oocytów innych szczepów myszy [20].
Zap³odnienie lub aktywacja partenogenetyczna dojrzewaj¹cych bez zak³óceñ oocytów
wiêkszo�ci szczepów myszy prowadzi do inaktywacji czynnika cytostatycznego, co w
konsekwencji umo¿liwia oocytowi ukoñczenie II podzia³u mejotycznego, a nastêpnie
powstanie jednokomórkowego zarodka. Badania zmian aktywno�ci CSF w oocytach
myszy wykaza³y jednak, ¿e inaktywacja MPF zachodzi przed definitywnym wyelimino-
waniem aktywno�ci CSF (ryc. 1) [20]. Wydaje siê, ¿e CSF jest jedynie czynnikiem
sprzyjaj¹cym stabilizacji MPF w warunkach panuj¹cych w cytoplazmie oocytu w MII.
Gdy warunki te zmieniaj¹ siê np. pod wp³ywem zadzia³ania bod�ca aktywuj¹cego,
hamuj¹cy efekt CSF jest prze³amywany i dochodzi do przyspieszonej degradacji cykliny
B i inaktywacji MPF. Pó�niejsza inaktywacja czynnika cytostatycznego jest konieczna
miêdzy innymi po to, by zapobiec zablokowaniu zygoty podczas pierwszego podzia³u
bruzdkowania [20].

Rozpoczêcie drugiego podzia³u mejotycznego oocytu wi¹¿e siê ze wzrostem
aktywno�ci kompleksu inicjuj¹cego anafazê (z ang. Anaphase Promoting Complex,
APC) (ryc. 2) [3, 49]. APC (ligaza ubikwityny E3) odpowiada za ubikwitynizacjê cykliny
B i skierowanie tego bia³ka do degradacji w proteasomie 26S (ryc. 2) [6]. Spadek
poziomu cykliny B prowadzi do obni¿enia aktywno�ci MPF i rozpoczêcia anafazy (ryc.
2) [28]. W pobudzonych oocytach myszy aktywno�æ APC ro�nie, natomiast aktywno�æ
proteasomu 26S nie zmienia siê. Sugeruje to, ¿e podczas bloku w stadium metafazy II
czynnik cytostatyczny hamuje degradacjê cykliny B w³a�nie poprzez inhibicjê aktywacji
APC (ryc. 2). Celem prowadzonych w chwili obecnej badañ jest wiêc jednoznaczne
okre�lenie roli bia³ek zaanga¿owanych w ten proces.
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2.1. Bia³ka szlaku kinazy MAP (ERK1/ERK2) oraz bia³ka punktu kontrolnego
wrzeciona podzia³owego

Najlepiej scharakteryzowanymi �sk³adnikami� CSF s¹ bia³ka �cie¿ki kinazy MAP
(ERK1/ERK2). Czynniki te zaanga¿owane s¹ w wytworzenie aktywno�ci cytosta-
tycznej zarówno w oocytach p³azów, jak i ssaków (ryc. 3) [1, 47]. Aktywacja kinazy
MAP zachodzi w wyniku szeregu procesów fosforylacji zapocz¹tkowanych przez
produkt protoonkogenu c-mos, kinazê bia³kow¹ MOS o masie 39 kDa. Kinaza MOS
fosforyluje kinazê MEK1, która z kolei fosforyluje i aktywuje kinazê MAP (ryc. 3). W
1989 roku Sagata i wspó³pracownicy wykazali, ¿e aktywno�æ kinazy MOS jest niezbêdna

RYCINA 2. Regulacja aktywno�ci CSF w zablokowanych w stadium metafazy II oraz w aktywowanych
oocytach myszy. W oocytach zablokowanych w stadium metafazy II aktywno�æ MPF stabilizowana
jest dziêki czynnikowi CSF blokuj¹cemu kompleks inicjuj¹cy anafazê (APC). Aktywacja oocytu prowadzi
do inaktywacji CSF, wzrostu aktywno�ci APC i degradacji cykliny B, a tym samym inaktywacji MPF;
Ub � ubikwityna
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do wytworzenia aktywno�ci cytostatycznej w oocytach p³azów [47]. Mikroiniekcja
mRNA koduj¹cego c-mos do jednego z blastomerów 2-komórkowego zarodka Xenopus
prowadzi³a do zablokowania mitozy w nastrzykniêtym blastomerze, podczas gdy drugi
z blastomerów zarodka kontynuowa³ podzia³y. W 1994 roku na ³amach czasopisma
Nature zosta³y opublikowane wyniki badañ Colledge�a i wspó³pracowników oraz
Hashimoto i wspó³pracowników, którzy wykazali, ¿e równie¿ u myszy bia³ko MOS jest
niezbêdne do zablokowania oocytów w stadium metafazy II [1]. W przeciwieñstwie
do normalnie dojrzewaj¹cych oocytów, oocyty myszy pozbawionych funkcjonalnego
genu koduj¹cego kinazê MOS po osi¹gniêciu stadium metafazy II natychmiast
rozpoczyna³y anafazê i koñczy³y drugi podzia³ mejotyczny.  Ulega³y one spontanicznej
aktywacji lub wchodzi³y w kolejn¹ fazê M (tzw. metafazê III) [1]. Poniewa¿ oocyty te
nie by³y w stanie wytworzyæ bloku w stadium metafazy II, stwierdzono, ¿e aktywno�æ
kinazy MOS odgrywa kluczow¹ rolê w wytwarzaniu aktywno�ci cytostatycznej w
oocytach myszy. Kolejne badania wykaza³y, ¿e istotn¹ rolê w powstawaniu CSF odgrywa
efektor MOS � kinaza MAP (ERK1/ERK2). Aktywno�æ kinazy MAP � podobnie jak
kinazy MOS � ro�nie podczas dojrzewania mejotycznego oocytu i osi¹ga maksimum
ju¿ w oocytach, które osi¹gnê³y stadium metafazy I (ryc. 1) [17]. O roli kinazy MAP w
aktywacji CSF �wiadczy fakt, ¿e oocyty myszy poddane dzia³aniu inhibitorów tej kinazy,
podobnie jak oocyty pozbawione kinazy MOS, po osi¹gniêciu stadium metafazy II

RYCINA 3. Oddzia³ywania  miêdzy �sk³adnikami� CSF w  oocytach  p³azów i ssaków. Wed³ug najnowszych
badañ bia³ka, których nazwy napisano kursyw¹, nie s¹ istotne dla funkcjonowania czynnika cytosta-
tycznego. Oddzia³ywania miêdzy  bia³kami zaznaczone przerywan¹ lini¹ oraz znakami zapytania wymagaj¹
jeszcze potwierdzenia w dalszych badaniach
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ulegaj¹ spontanicznej aktywacji [31]. D³ugotrwa³e zablokowanie oocytów w stadium
metafazy II wymaga istnienia sprawnych mechanizmów odpowiedzialnych za utrzymanie
prawid³owej struktury wrzeciona podzia³owego [1]. Kinaza MAP wydaje siê odgrywaæ
wa¿n¹ rolê w tym procesie, poniewa¿ katalizuje ona fosforylacjê co najmniej dwóch
bia³ek zlokalizowanych na wrzecionie podzia³owym oocytów w stadium metafazy II �
bia³ka MISS (z ang. MAP kinase-Interacting and Spindle-Stabilizing) i bia³ka
DOC1R (z ang. Deleted Oral Cancer 1 Related) (ryc. 3) [21, 43]. Wyciszenie ekspresji
tych bia³ek przy u¿yciu technik RNAi (z ang. RNA interference) powodowa³o powa¿ne
zaburzenia w budowie wrzeciona podzia³owego MII. W oocytach, w których obni¿ono
poziom ekspresji MISS lub DOC1R, czêsto w ogóle nie dochodzi³o do uformowania
wrzeciona podzia³owego lub te¿ powstaj¹ce wrzeciono wytwarza³o tylko jeden biegun
[21, 43]. Oprócz kinazy MAP za aktywacjê MISS i DOC1R prawdopodobnie odpowiada
tak¿e MPF, co sugeruje, i¿ utrzymywanie prawid³owej struktury wrzeciona podzia³owego
metafazy II zale¿y od wspó³dzia³ania MPF, czyli kinazy CDK1/cyklina B oraz  kinazy
MAP (ERK1/ERK2) [1].

Wydaje siê jednak, ¿e to nie stabilizacja wrzeciona podzia³owego, ale przeciwdzia³anie
degradacji cykliny B poprzez hamowanie aktywno�ci APC jest nadrzêdn¹ funkcj¹ CSF.
Do chwili obecnej nie stwierdzono, w jaki sposób bia³ka szlaku kinazy MAP wp³ywaj¹
na aktywno�æ APC w oocytach myszy. Badania przeprowadzone w 1999 roku przez
Bhatta i Ferrela oraz Grossa i wspó³pracowników wykaza³y, ¿e w oocytach p³azów
substratem aktywowanej kinazy MAP jest bia³ko  p90Rsk (z ang. 90 kD Ribosomal
protein S6 kinase) [47]. W oocytach Xenopus zablokowanych w stadium metafazy
II wykrywane s¹ dwa bia³ka z nadrodziny p90Rsk � Rsk1 i Rsk2. Jednak¿e, wyniki tych
badañ sugeruj¹, ¿e tylko aktywno�æ p90Rsk2 jest niezbêdna do wytworzenia bloku w
stadium metafazy II (ryc. 3) [47]. W oocytach myszy wystêpuj¹ trzy bia³ka p90Rsk �
Rsk1, Rsk2 i Rsk3. W 2004 roku Paronetto i wspó³pracownicy stwierdzili, ¿e mikroiniek-
cja bia³ka p90Rsk2 do dziel¹cych siê blastomerów zarodka myszy prowadzi do
zablokowania mitozy. Uzyskane wyniki sugerowa³y, ¿e podobnie jak w oocytach p³azów,
tak¿e w oocytach ssaków bia³ko p90Rsk2 bierze udzia³ w wytworzeniu aktywno�ci
cytostatycznej [30]. Jednak wyniki te zosta³y pó�niej zakwestionowane przez badania
Dumonta i wspó³pracowników [10]. Badacze ci wykazali, ¿e w oocytach myszy, które
pozbawione by³y genów koduj¹cych Rsk1, Rsk2 oraz Rsk3, dochodzi³o do wytworzenia
funkcjonal-nego bloku w stadium metafazy II [10]. Tym samym udowodniono, ¿e ¿adne
z badanych bia³ek Rsk nie jest zaanga¿owane w powstanie aktywno�ci CSF w oocytach
myszy [10]. Zdaniem Dumonta i wspó³pracowników, ró¿nica w funkcjonowaniu �cie¿ki
MOS/MEK1/MAPK/p90Rsk w oocytach p³azów i ssaków wynika z ró¿nej wielko�ci
ich oocytów. Oocyt Xenopus jest oko³o tysi¹ckrotnie wiêkszy od oocytu myszy. Istnieje
wiêc mo¿liwo�æ, ¿e w oocytach p³azów efektywne przekazanie sygna³u generowanego
przez bia³ka szlaku kinazy MAP wymaga aktywacji �po�rednika�� bia³ka, którego
zawarto�æ w oocycie jest wysoka. W oocytach Xenopus  tak¹ rolê mog³oby pe³niæ
p90Rsk. W znacznie mniejszych oocytach myszy sygna³ ten mo¿e byæ skutecznie
przekazywany bez dodatkowego wzmocnienia.
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Podczas mitozy bia³ka punktu kontrolnego wrzeciona podzia³owego uniemo¿liwiaj¹
rozpoczêcie anafazy a¿ do momentu utworzenia stabilnych po³¹czeñ miêdzy kineto-chorami
chromosomów tworz¹cych p³ytkê metafazow¹ a mikrotubulami wrzeciona podzia³owego.
Liczne badania prowadzone na ekstraktach cytoplazmatycznych z oocytów Xenopus
laevis sugeruj¹, ¿e bia³ka te bior¹ udzia³ w powstawaniu aktywno�ci cytostatycznej w
oocytach p³azów (ryc. 3) [46, 48]. W oocytach tych dzia³anie p90Rsk2 polega na aktywacji
Bub1 � jednego ze sk³adników punktu kontrolnego wrzeciona podzia³owego, który z kolei
odpowiada za rekrutacjê kolejnych bia³ek punktu kontrolnego � Mad1 i Mad2 (ryc. 3)
[38, 47]. W oocytach p³azów oba te bia³ka wydaj¹ siê niezbêdne do wytworzenia
aktywno�ci cytostatycznej, jednak tylko obecno�æ Mad1 jest konieczna do utrzymania
d³ugotrwa³ego bloku w MII [46]. Podstawow¹ funkcj¹ Mad2 jest natomiast hamowanie
aktywno�ci APC poprzez wi¹zanie jego g³ównego aktywatora � bia³ka Cdc20, co w
oocycie zablokowanym w stadium metafazy II powoduje zahamo-wanie degradacji
cykliny B i utrzymywanie wysokiego poziomu aktywno�ci MPF (ryc. 3) [5].

Rola bia³ek punktu kontrolnego wrzeciona podzia³owego w regulacji mejozy oocytów
ssaków jest jednak dyskusyjna. Wykazano, ¿e bia³ka te bior¹ udzia³ w opó�nieniu
pierwszego podzia³u mejotycznego [15, 44]. Dlatego s¹dzono, ¿e mog¹ byæ one tak¿e
zaanga¿owane w powstawanie aktywno�ci cytostatycznej w oocytach myszy.
Przekonanie to oparte by³o równie¿ na wynikach do�wiadczeñ, które wykaza³y, ¿e w
oocytach myszy zablokowanych w stadium metafazy II wykrywane s¹ aktywne bia³ka
punktu kontrolnego � Bub1 i Mad2 � zlokalizowane na kinetochorach chromosomów
[2, 19]. Jednak¿e wyniki ostatnich badañ sugeruj¹, ¿e Mad2 mo¿e odgrywaæ pewn¹
rolê jedynie w pocz¹tkowych etapach wytwarzania bloku w stadium metafazy II [40].
Ponadto, w oocytach, w których inaktywowano Bub1 lub Mad2, nie obserwuje siê
zaburzeñ w utrzymywaniu  bloku w stadium metafazy II [44].

Podsumowuj¹c, powstawanie i utrzymanie aktywno�ci cytostatycznej w oocytach
myszy pozbawionych funkcjonalnych bia³ek Rsk1, Rsk2 i Rsk3 lub bia³ek punktu
kontrolnego, takich jak: Mad2 czy Bub1, �wiadczy o tym, ¿e czynniki te nie s¹ istotne
dla funkcjonowania CSF w oocytach myszy.

2.2. Bia³ka z rodziny Emi

Bia³ka szlaku kinazy MAP bez w¹tpienia odgrywaj¹ kluczow¹ rolê w powstawaniu
i utrzymywaniu aktywno�ci cytostatycznej zarówno w oocytach p³azów, jak i ssaków.
Jednak kinazy te s¹ aktywne w oocytach ju¿ podczas pierwszego podzia³u mejotycznego,
a mimo to brak jest definitywnych dowodów na to, ¿e w tym okresie dochodzi do
aktywacji CSF. Sugeruje to, ¿e pojawienie siê aktywno�ci cytostatycznej mo¿e wymagaæ
aktywacji dodatkowego czynnika/czynników. W 1996 roku Choi i wsp. [4] oraz Verlhac
i wspó³pracownicy wykazali, ¿e w oocytach pozbawionych funkcjonalnego genu
koduj¹cego kinazê MOS, które pozosta³y zablokowane w stadium metafazy II,
aktywno�æ MPF utrzymywana by³a na wysokim poziomie pomimo braku aktywnej
kinazy MAP [4]. Obserwacja ta sugerowa³a istnienie dodatkowego czynnika, który
zaanga¿owany by³by w utrzymywanie bloku metafazowego. Jak ju¿ wspominano, dzia³anie
czynnika cytostatycznego polega przede wszystkim na hamowaniu aktywno�ci APC w
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oocytach zablokowanych w stadium metafazy II. Wydaje siê, ¿e miêdzy oocytami w
stadium metafazy I oraz metafazy II istniej¹ pewne ró¿nice w sposobie regulacji aktywno�ci
APC [16, 23]. �wiadczyæ o tym mo¿e obserwacja, ¿e podczas pierwszego podzia³u
mejotycznego oocytu myszy nie dochodzi w cytoplazmie do gwa³townych zmian poziomu
Ca2+, które s¹ charakterystyczne dla zap³odnienia. Pomimo to,  w oocytach koñcz¹cych
zarówno pierwszy, jak i drugi podzia³ mejotyczny, dochodzi do degradacji cykliny B [16,
23]. Wydaje siê zatem, ¿e w oocytach myszy, w okresie miêdzy stadium metafazy I a
stadium metafazy II, pojawia siê dodatkowy, wra¿liwy na zmiany stê¿enia jonów Ca2+

czynnik niezbêdny do aktywacji CSF. W �wietle ostatnich badañ najbardziej atrakcyjnymi
kandydatami do roli takiego czynnika wydaj¹ siê byæ bia³ka z rodziny Emi.

Zainteresowanie bia³kami z rodziny Emi jako potencjalnymi sk³adnikami CSF wi¹¿e
siê z wynikami opublikowanej w 2001 roku pracy Reimann i wspó³pracowników, w
której bia³ko Emi1 (z ang. Early Mitotic Inhibitor 1) zosta³o opisane jako czynnik
odpowiedzialny za hamowanie aktywno�ci APC w dziel¹cych siê mitotycznie
komórkach Xenopus [33, 34]. Kolejne badania wykaza³y, ¿e Emi1 jest tak¿e czynnikiem
niezbêdnym i wystarczaj¹cym do wytworzenia aktywno�ci cytostatycznej w oocytach
p³azów [35]. Dzia³anie Emi1 polega na hamowaniu aktywno�ci APC poprzez wi¹zanie
g³ównego aktywatora kompleksu, bia³ka Cdc20 [33]. Badania przeprowadzone przez
Paronetto i wspó³pracowników wykaza³y, i¿ wytworzenie stabilnego po³¹czenia miêdzy
Emi1 i Cdc20 w oocytach myszy zablokowanych w stadium metafazy II zale¿y od
aktywno�ci bia³ka p90Rsk [30]. Jednak¿e, jak ju¿ wspomniano wcze�niej, oocyty myszy
pozbawione bia³ek Rsk1, Rsk2 i Rsk3 pozostaj¹ zablokowane w stadium metafazy II,
a wiêc nie dochodzi w nich do inaktywacji CSF [10]. Ponadto, Oshumi i wspó³pracow-
nicy zakwestionowali rolê Emi1 jako sk³adnika CSF w oocytach p³azów udowadniaj¹c,
¿e bia³ko to nie jest wykrywane w oocytach, które osi¹gnê³y stadium metafazy II [29].
Tym samym udzia³ bia³ka Emi1 w powstawaniu aktywno�ci cytostatycznej w oocytach
p³azów i ssaków zosta³ poddany w w¹tpliwo�æ. Badania nad rol¹ tego bia³ka w bloku
metafazowym oocytów Xenopus ci¹gle dostarczaj¹ sprzecznych danych, co nie
pozwala jednoznacznie odpowiedzieæ na pytanie, w jakim stopniu bia³ko to zaanga¿o-
wane jest w proces aktywacji CSF.

W oocytach Xenopus zablokowanych w stadium metafazy II odkryte zosta³o inne
bia³ko podobne do Emi1 � Emi2/Erp1 [45]. Tung i wspó³pracownicy wykazali, ¿e bia³ko
Emi2/Erp1 jest stabilne w cytoplazmie oocytów Xenopus, które osi¹gnê³y stadium
metafazy II, oraz ¿e ulega ono degradacji w obecno�ci jonów wapnia uwolnionych do
cytoplazmy oocytu po jego aktywacji. Równie¿ w oocytach myszy wykryte zosta³o
bia³ko, które jest ortologiem Emi2/Erp1 u Xenopus [39]. Bia³ko to wykrywane jest w
dojrzewaj¹cych oocytach myszy od stadium pêcherzyka zarodkowego do stadium
metafazy II, natomiast po aktywacji oocytu ulega degradacji [39]. Przez analogiê do
pozosta³ych bia³ek z rodziny Emi bia³ko wykryte u myszy nazwane zosta³o Emi2. Ze
wzglêdu na rolê w regulacji dojrzewania mejotycznego oocytów, Shoji i wspó³pracow-
nicy zaproponowali inne rozwiniêcie skrótu � Endogenous Meiotic Inhibitor 2. Oocyty
myszy, do których wstrzykniêto siRNA (z ang. small interfering RNA) inaktywuj¹cy
mRNA koduj¹ce Emi2 uleg³y spontanicznej aktywacji. Co istotne, w oocytach tych
zaobserwowano bardzo niski poziom aktywno�ci zarówno MPF, jak i kinazy MAP
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(ERK1/ERK2). Uzyskane wyniki �wiadcz¹ zatem, ¿e Emi2 jest niezbêdne do
wykszta³cenia i utrzymania aktywno�ci cytostatycznej w oocytach myszy. Emi2 hamuje
aktywno�æ APC, wi¹¿¹c siê z jego aktywatorem � bia³kiem Cdc20, co wykazano przez
koimmunoprecypitacjê obu bia³ek (ryc. 3) [39]. Ponadto, obni¿enie ekspresji Cdc20 w
oocytach myszy, w których uprzednio zahamowano ekspresjê Emi2, prowadzi do
odtworzenia bloku w stadium metafazy II [39].

Obserwacje Shoji i wspó³pracowników sugeruj¹, ¿e bia³ko Emi2, oprócz udzia³u w
powstawaniu aktywno�ci cytostatycznej, odgrywa tak¿e istotn¹ rolê w regulacji
cytokinezy koñcz¹cej drugi podzia³ mejotyczny. Mniej ni¿ po³owa oocytów, które na
skutek mikroiniekcji siRNA przeciwko Emi2 zosta³y uwolnione z bloku w stadium
metafazy II, prawid³owo ukoñczy³a drugi podzia³ mejotyczny. Zatem, zdaniem autorów,
Emi2 wraz z innymi bia³kami � MISS i/lub DOC1R mo¿e wp³ywaæ na dynamikê
cytoszkieletu w komórce, a tym samym odpowiadaæ za kontrolê podzia³u komórkowego
(ryc. 3). Oprócz wykazania roli Emi2 jako sk³adnika CSF w oocytach myszy, praca
Shoji i wspó³pracowników dostarcza danych potwierdzaj¹cych hipotezê Oshumi i
wspó³pracowników mówi¹c¹, ¿e bia³ko Emi1 nie bierze udzia³u w wytwarzaniu
aktywno�ci cytostatycznej [29]. Oocyty myszy, w których wyciszono ekspresjê Emi1,
by³y zdolne do wytworzenia aktywno�ci cytostatycznej i ulega³y zablokowaniu w stadium
metafazy II [39].

3. INAKTYWACJA CSF PO ZAP£ODNIENIU LUB AKTYWACJI
PARTENOGENETYCZNEJ OOCYTÓW SSAKÓW

Pierwszym objawem aktywacji oocytów wywo³anej dzia³aniem bod�ca partenoge-
netycznego lub wnikniêciem plemnika, a zarazem czynnikiem niezbêdnym i wystar-
czaj¹cym do pobudzenia oocytu  jest wzrost stê¿enia wolnych jonów wapnia w
cytoplazmie (ryc. 4) [17]. Badania przeprowadzone w latach 80, w laboratorium
Masui�ego, wykaza³y, ¿e zwiêkszenie poziomu jonów wapnia w ekstraktach uzyskanych
z oocytów Rana pipiens, zablokowanych w stadium metafazy II powoduje utratê
aktywno�ci CSF. Tak wiêc wzrost stê¿enia wolnych jonów wapnia okaza³ siê �sygna³em�
inicjuj¹cym inaktywacjê CSF i MPF (ryc. 4) [25]. Mechanizm odpowiedzialny za
podwy¿szenie poziomu jonów wapnia w oocycie zale¿y od aktywno�ci fosfolipazy C
zeta, która wnoszona jest do oocytu podczas zap³odnienia przez plemnik [7, 36, 41].
Enzym ten katalizuje hydrolizê bisfosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP

2
; ryc. 4). W

wyniku tej reakcji powstaj¹ dwie cz¹steczki informacyjne: trójfosforan inozytolu (IP
3
)

oraz diacyloglicerol (DAG) [12]. Zwi¹zanie IP
3
 z odpowiednimi receptorami (IP

3
R)

zlokalizowanymi na b³onie siateczki �ródplazmatycznej powoduje otwarcie kana³ów
wapniowych i uwolnienie jonów wapnia zmagazynowanych w tym organellum (ryc.
4). Oscylacyjne zmiany stê¿enia wolnych jonów wapnia w cytoplazmie oocytu aktywuj¹
kinazê zale¿n¹ od kalmoduliny II (z ang. Calmodulin-dependent kinase II, CaMKII;
ryc. 4) [24]. Aktywacja CaMKII powoduje inaktywacjê CSF i wzrost aktywno�ci
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APC w oocytach myszy zablokowanych w stadium metafazy II. To z kolei prowadzi
do degradacji cykliny B, a w konsekwencji do spadku aktywno�ci MPF i rozpoczêcia
przez oocyt anafazy II (ryc. 4) [16, 23, 42]. Nie wiadomo, jakie bia³ko jest substratem
dla kinazy CaMKII w oocytach myszy. Najnowsze badania przeprowadzone na oocytach
Xenopus udowodni³y, ¿e kinaza CaMKII fosforyluje bia³ko Emi2/Erp1, które jest
inhibitorem APC (ryc. 4) [14, 32]. Po�rednio, za degradacjê bia³ek z rodziny Emi odpo-

RYCINA 4.  �cie¿ka sygna³owa uruchamiana w oocycie po wnikniêciu plemnika. Wnikaj¹cy do oocytu
plemnik wnosi fosfolipazê C zeta (PLCzeta), która indukuje oscylacyjne zmiany stê¿enia wapnia w
cytoplazmie, prowadz¹ce do aktywacji kinazy zale¿nej od kalmoduliny (CaMKII). Rola CaMKII oraz
kinazy Polo 1 (Plk1) w inaktywacji Emi2 w oocytach myszy nie zosta³a jeszcze w pe³ni przebadana.
Degradacja Emi2 umo¿liwia aktywacjê kompleksu inicjuj¹cego anafazê (APC), degradacjê cykliny B i
inaktywacjê MPF: PIP

2
 �  bisfosforan fosfatydyloinozytolu, IP

3
 � trójfosforan inozytolu
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wiada fosforylacja katalizowana przez kinazê Plk1 (z ang. Polo-like kinase 1) (ryc.
4) [13, 27, 37]. Plk1 fosforyluje jednak tylko takie bia³ka, które zosta³y wcze�niej ufosfo-
rylowane przez inn¹ kinazê [11]. Zarówno bia³ko Emi1, jak i Emi2/Erp1 maj¹ sekwencje
aminokwasów potencjalnie fosforylowane przez kinazy CaMKII w obrêbie sekwencji
rozpoznawanej równie¿ przez kinazê Plk1 [35, 37]. Zatem aktywacja CaMKII w
oocytach p³azów mo¿e prowadziæ do �wstêpnej� fosforylacji bia³ka Emi2/Erp1, które
nastêpnie by³oby fosforylowane przez Plk1 i ulega³oby degradacji [14, 22, 32]. W ten
sposób bia³ko Cdc20 zostaje uwolnione i mo¿e aktywowaæ APC, co prowadzi do
degradacji cykliny B, a nastêpnie spadku aktywno�ci MPF i ukoñczenia przez oocyt II
podzia³u mejotycznego (ryc. 4).

Kluczowa rola bia³ka Emi2 w wytwarzaniu aktywno�ci cytostatycznej
w oocytach zarówno p³azów, jak i ssaków sugeruje, ¿e w obu przypadkach inaktywacja CSF
mo¿e przebiegaæ z wykorzystaniem podobnej �cie¿ki sygna³owej (ryc. 4). Badania opublikowane
w 1991 roku przez Weber i wspó³pracowników wykaza³y, ¿e w aktywowanych oocytach
myszy degradacja bia³ka MOS i inaktywacja kinazy MAP, czyli sk³adników CSF, nastêpuje
znacznie pó�niej ni¿ inaktywacja MPF [20]. Jednak¿e w 1999 roku Ciemerych i Kubiak
wykazali, ¿e inaktywacja CSF przebiega dwuetapowo � tu¿ po pobudzeniu oocytu nastêpuje
gwa³towny zanik aktywno�ci cytostatycznej towarzysz¹cy spadkowi aktywno�ci MPF, za�
ostateczna inaktywacja CSF zachodzi ju¿ po inaktywacji MPF i zwi¹zana jest ze spadkiem
aktywno�ci kinazy MAP [20]. Aktywacja oocytu mo¿e zatem prowadziæ do degradacji/
inaktywacji innego bia³ka (byæ mo¿e w³a�nie Emi2), którego obecno�æ/aktywno�æ ma
decyduj¹cy wp³yw na funkcjonowanie bloku w stadium metafazy II. Inaktywacja/degradacja
tego czynnika odpowiada za spadek aktywno�ci cytostatycznej obserwowany w oocytach
wkrótce po ich aktywacji i poprzedza inaktywacjê MPF.  W �wietle ostatnich badañ tym
g³ównym czynnikiem limituj¹cym aktywno�æ CSF w oocytach myszy wydaje siê byæ Emi2.
W obecnej chwili najwa¿niejszym celem badañ wydaje siê sprawdzenie, czy w aktywowanych
oocytach ssaków uruchamiana jest �cie¿ka z udzia³em CaMKII i Plk1, prowadz¹ca do
degradacji Emi2, analogiczna do tej funkcjonuj¹cej w pobudzonych oocytach p³azów. Ponadto,
nale¿y okre�liæ, czy degradacja/inaktywacja Emi2 wywo³ana aktywacj¹ oocytu jest bezpo�red-
ni¹ przyczyn¹ inaktywacji CSF prowadz¹c¹ do prze³amania bloku metafazowego w oocytach
ssaków i jaki jest rzeczywisty udzia³ �cie¿ki sygnalizacyjnej kinazy MAP  w tym procesie.

4. PODSUMOWANIE

Poznanie mechanizmów reguluj¹cych dojrzewanie mejotyczne oocytu, w tym równie¿
odpowiedzialnych za powstanie bloku w stadium metafazy II, jest niezwykle istotne,
gdy¿ przedwczesne zablokowanie oocytów w stadium metafazy I, jak równie¿ samoistna
aktywacja oocytów s¹ uwa¿ane za przyczyny niep³odno�ci. Mimo i¿ dwa najwa¿niejsze
czynniki odpowiedzialne za regulacjê dojrzewania mejotycznego oocytów, MPF i CSF,
zosta³y odkryte 35 lat temu, do chwili obecnej wiele pytañ dotycz¹cych wspó³dzia³ania
obu czynników, a szczególnie udzia³u poszczególnych sk³adników CSF w kontroli
aktywno�ci MPF, pozostaje bez odpowiedzi. Identyfikacja nowych bia³ek zaanga¿o-
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wanych w powstawanie aktywno�ci cytostatycznej w oocytach p³azów i ssaków, jak
równie¿ weryfikacja roli bia³ek, uwa¿anych dot¹d za potencjalne sk³adniki CSF, w
wytwarzaniu tej aktywno�ci uzupe³nia i zmienia nasze wyobra¿enie o funkcjonowaniu
aktywno�ci cytostatycznej w oocytach obu grup zwierz¹t. Czynnik cytostatyczny, którego
aktywno�æ opisali Masui i Markert, wydaje siê nie byæ jednym tylko bia³kiem lub
specyficznym kompleksem bia³kowym, lecz wydaje siê zale¿eæ od ca³ej sieci oddzia³ywañ
molekularnych.
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