Egzosomy jako nowy element komunikacji w pecherzyku jajnikowym ssakéw

STRESZCZENIE

echerzyk jajnikowy wraz z wypelniajacym go plynem pecherzykowym tworzy optymal-

ne srodowisko do wzrostu oraz dojrzewania oocytu. Ptyn pecherzykowy zawiera wiele
aktywnych biologicznie czasteczek, ktore reguluja funkcje oocytu i komoérek somatycznych
pecherzyka jajnikowego. Ostatnie doniesienia naukowe dowodza obecnosci egzosoméw w
plynie pecherzykowym ludzi i zwierzat. Te nanometrowe, kuliste struktury, otoczone dwu-
warstwa lipidowa niosa aktywny ladunek biologiczny w postaci biatek, lipidow, cukrow
oraz materialu genetycznego. Dzieki zdolnosci do biernej migracji w plynach ustrojowych,
egzosomy przemieszczaja sie na znaczne odleglosci w organizmie i moduluja funkcje ko-
morek docelowych. Znaczenie egzosoméw w pecherzyku jajnikowym nie zostalo wciaz do
konca poznane. Dotychczasowe badania sugeruja ich role komunikacyjna oraz wplyw na
procesy fizjologiczne i patologiczne w jajniku. Badania nad egzosomami plynu pecherzy-
kowego daja mozliwos$é dokladniejszego poznania proceséw, w ktore sa one zaangazowane
w pecherzyku jajnikowym. Ponadto potencjalne kliniczne zastosowanie egzosoméw, np. w
leczeniu i diagnostyce choréb zeniskiego ukladu rozrodczego, sklania naukowcéw do dal-
szych badan.

WPROWADZENIE

Ptyn pecherzykowy stanowi niezbedne mikrosrodowisko dla rozwijajacego
sie oocytu. Zawiera on bogaty zestaw skladnikéw, ktére petnig funkcje odzyw-
czq oraz zapewniaja komunikacje pomiedzy komoérkami pecherzyka jajnikowe-
go i kompleksem wzgérka jajonosnego z oocytem (COC, ang. cumulus-oophorus
complex) [1]. W ostatnich latach w ptynie pecherzykowym zidentyfikowano ku-
liste nanostruktury otoczone dwuwarstwowa btona lipidowa, nazywane egzo-
somami. Dzieki obecnosci bioaktywnych sktadnikéw w swoim wnetrzu (biatka,
lipidy, materiat genetyczny) oraz zdolnosci do krazenia w ptynach ustrojowych,
pelnig one gtéwnie funkcje komunikacyjna i sa odpowiedzialne za przekazywa-
nie informacji miedzy r6znymi typami komérek. Moga one takze wbudowywaé
sie w zespoly komoérek modulujac przy tym ich funkcje, zaré6wno w procesach
fizjologicznych i patologicznych [2]. Ogromny potencjal egzosoméw w aspek-
cie biologicznym, diagnostycznym i terapeutycznym skiadnia naukowcéw do
nieustannych badari nad tymi strukturami. Jest to doé¢ utrudnione ze wzgle-
du na ich maly rozmiar oraz brak optymalnej metody izolacji [3]. Na przetomie
ostatnich kilku lat egzosomy zidentyfikowano w plynie pecherzykowym ludzi
i innych ssakéw [4]. Potwierdzenie ich obecnosci w pecherzykach jajnikowych
oraz analiza przenoszonego przez nie fadunku molekularnego moze mie¢ zna-
czenie dla glebszego poznania mechanizméw regulujacych funkcje pecherzyka
jajnikowego.

BUDOWA PECHERZYKA JAJNIKOWEGO

Pecherzyki jajnikowe, powstajace i dojrzewajace w jajniku w procesie foliku-
logenezy, stanowia rezerwuar rozrodczy samicy. Ich gléwnym zadaniem jest
produkcja komérek jajowych zdolnych do zaplodnienia. Rozwéj pecherzykow
rozpoczyna si¢ od stadium pecherzyka pierwotnego, ktéry nastepnie przeksztal-
ca sie w pecherzyk pierwszo-, drugo- i trzeciorzedowy, koniczac dojrzewanie na
etapie pecherzyka przedowulacyjnego (pecherzyka Graafa). Od momentu wej-
$cia w stadium trzeciorzedowe, pecherzyki jajnikowe nazywamy antralnymi, ze
wzgledu na obecno$¢ w nich jamki (antrum) wypelnionej ptynem pecherzyko-
wym. Plyn ten stanowi niezbedne $rodowisko odzywcze dla znajdujacego sie
wewnatrz oocytu [5]. Najbardziej zewnetrzna warstwe pecherzyka antralnego
stanowi ostonka zewnetrzna, zbudowana z komérek miesni gladkich, fibrobla-
stow, widkien kolagenowych i naczyn krwionosnych. Kolejna warstwe tworzy
ostonka wewnetrzna, ktéra oprécz komoérek steroidogennych zawiera takze ko-
morki zrebu facznotkankowego i naczynia krwionoéne. Dalej usytuowana jest
blona podstawna, bedaca bariera miedzy krwig a wnetrzem pecherzyka. Gra-
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Rycina 1. Budowa antralnego pecherzyka jajnikowego ssakow. Opis w tekscie.
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niczy ona z awaskularna warstwa komoérek ziarnistych,
wéréd ktérych wyréznia sie komoérki muralne, wsparte na
blonie podstawnej oraz komorki antralne, otaczajace jam-
ke pecherzyka. Pierwsze z nich maja kolumnowaty ksztalt
i wykazuja wieksza aktywnos¢ steroidogenna. Drugie sa
bardziej kuliste i luzniej uloZone. Jako osobng populacje ko-
morek ziarnistych, wyodrebnia sie komérki wierica promie-
nistego, ktore otaczajg oocyt i tworza wzgoérek jajonosny [5]
(Ryc. 1).

W pecherzyku jajnikowym dochodzi do ciagtej, dwukie-
runkowej wymiany molekul miedzy oocytem a komérkami
somatycznymi. Wzajemna interakcja jest uwarunkowana
lokalng produkcja hormonéw, czynnikéw wzrostu oraz
innych czasteczek aktywnych biologicznie, ktére dzialaja
na drodze auto- lub parakrynowej [4]. Wéréd czynnikéw
uwalnianych przez oocyt najwazniejszymi sg biatko morfo-
genetyczne kosci 15 (BMP15, ang. bone morphogenetic prote-
in 15) oraz czynnik wzrostu i réznicowania 9 (GDF9, ang.
growth differentiation factor 9), ktére wplywaja na proliferacje
i ré6znicowanie komorek ziarnistych. Natomiast w przeciw-
nym kierunku wydzielane sa m.in. Kit ligand i nablonkowe
czynniki wzrostu odpowiadajace za dojrzewanie oocytu
[4]. Bardzo waznym elementem komunikacji pomiedzy ko-
morkami ziarnistymi oraz pomiedzy oocytem i komoérkami
ziarnistymi sa polaczenia szczelinowe (ang. gap junctions).
Zapewniaja one przenoszenie sygnatu elektrycznego, prze-
plyw nieorganicznych jonéw, wtérnych przekaznikow i
innych czasteczek rozpuszczalnych w wodzie o masie poni-
zej 1,0 kDa. Zbudowane sa z biatek zwanych koneksynami
(Cx, ang. connexin), ktére lacza sie w kompleksy i tworza
kanaty przezkomoérkowe. Pomiedzy komoérkami ziarnisty-
mi wystepuja gléwnie Cx43 i Cx45, natomiast w komunika-
¢ji pomiedzy oocytem, a komoérkami wierica promienistego
posredniczg Cx37 1 Cx43 [6]. Za nowy element komunikacji
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wewnatrz pecherzyka jajnikowego uwaza sie obecnie egzo-
somy, ktére s3 uwalniane do plynu pecherzykowego i trans-
portuja molekuly regulujace ekspresje genéw w oocycie [4].

PEYN PECHERZYKOWY - FORMOWANIE,
SKEAD I FUNKCJA

Etap powstawania ptynu pecherzykowego rozpoczyna
sie juz w péznych pecherzykach drugorzedowych. Docho-
dzi wowczas do rozluzniania i reorganizacji dotychczas
zwartej warstwy komérek ziarnistych oraz powstawania
szczelin, ktére nastepnie tacza sie ze soba tworzac jamke [7].
Powstala jamka wypelniona jest ptynem pecherzykowym
bedacym efektem dyfuzji substancji z naczyn krwionosnych
znajdujacych sie w ostonce pecherzyka, a takze zawieraja-
cym skfadniki produkowane przez komoérki ziarniste, ko-
morki ostonki wewnetrznej oraz oocyt [8,9]. Istnieje hipote-
za zakladajaca, ze akumulacja ptynu pecherzykowego zale-
zy od utworzenia gradientu osmotycznego, ktéry powoduje
przemieszczanie si¢ substancji z osocza do wnetrza peche-
rzyka. Powstawanie gradientu jest mozliwe dzieki substan-
cjom produkowanym przez komoérki ziarniste - hialuronia-
nowi i siarczanowi chondroityny (wersikan). Transfer ten
moze przebiega¢ w dwojaki sposéb - miedzykomoérkowo
oraz przezkomoérkowo. W pierwszym przypadku przesacz
z osocza przedostaje sie pomiedzy komoérkami srédbtonka
naczynn krwionosnych oraz pomiedzy komoérkami ziarni-
stymi do wnetrza pecherzyka. Drugi mechanizm angazuje
biatka budujace kanaly wodne, czyli akwaporyny (AQP,
ang. aquaporin) lub procesy transcytozy (transport sub-
stancji przez cytoplazme komorki z jednego jej bieguna na
drugi) [10]. Badania przeprowadzone na ludzkich, mysich
oraz szczurzych pecherzykach jajnikowych dowiodty obec-
noéci akwaporyn réznych klas (AQP 1-4, 7-9) w komérkach
ziarnistych. Ponadto Starowicz i in. [11] wykazali obecnos¢

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



AQP5 w btonie oocytéw przedantralnych i antralnych pe-
cherzykoéw jajnikowych szczuréw. Jej ekspresja w przedan-
tralnych pecherzykach jajnikowych oraz zanik w pecherzy-
kach owulacyjnych moze wskazywad, ze przyczynia sie ona
do magazynowania wody w antrum.

Ptyn pecherzykowy stanowi niezwykle wazne mikrosro-
dowisko dla rozwijajacego sie oocytu, zapewniajace dostep
do niezbednych substancji odzywczych. Jednymi z najwaz-
niejszych sktadnikéw piynu sa hormony m.in.: hormon
folikulotropowy (FSH, ang. follicle-stimulating hormone), lu-
teinizujacy (LH, ang. luteinizing hormone) oraz gonadotropi-
na kosméwkowa (hCG, ang. human chorionic gonadotropin).
Wplywaja one na wydzielanie réznych substancji przez ko-
morki ziarniste (np. kwasu hialuronowego), ktére oddzia-
tuja na oocyt. Oprécz gonadotropin w plynie pecherzyko-
wym znajduje si¢ hormon wzrostu, progesteron, estradiol,
prolaktyna, gonadoliberyna, a takze androgeny i kortyko-
steroidy [12]. Ptyn pecherzykowy to réwniez zestaw wielu
czynnikéw wzrostu m.in.: nablonkowego czynnika wzrostu
(EGF, ang. epidermal growth factor), EGF-podobnego czynni-
ka wzrostu, transformujacego czynnika wzrostu a oraz {3
(TGF-a,-B, ang. transforming growth factor), insulinopodob-
nego czynnika wzrostu (IGF, ang. insulin-like growth factor),
inhibiny oraz aktywiny [12,13]. Ponadto w skfad plynu
pecherzykowego wchodza czynniki apoptotyczne tj. Fas-
-ligand, ktérego kompleks z rozpuszczalnym czynnikiem
Fas (sFas-FasL) moze zapobiegac atrezji oocytéw [14]. Ptyn
pecherzykowy zawiera réwniez biatka w postaci cytokin,
enzymoéw, antykoagulantéw, a takze aminokwasowych
metabolitéw. Warto wspomnie¢ o Zelatynazach posiadajg-
cych aktywnos¢é enzymatyczna, ktére sa zaangazowane w
przebudowe tkanki podczas atrezji pecherzykéw. Ponadto
wazng funkcje pelnig reaktywne formy tlenu obecne w pty-
nie pecherzykowym, np. tlenek azotu, ktéry moze dziatac
indukujaco lub hamujaco na apoptoze komérek pecherzyka

janikowego [14]. Ptyn pecherzykowy bogaty jest rowniez
we frakcje polisacharydéw - hialuronian i mioinzoytol oraz
w lipidowe metabolity wspomagajace réznicowanie sie
oocytu [15].

Skilad ptynu pecherzykowego jest dosy¢ réznorodny i
zalezy od etapu rozwoju pecherzyka. Dla przykladu, we
wzrastajacym pecherzyku antralnym zwieksza sie poziom
estrogendéw, natomiast maleje stezenie heparanosiarczanu
oraz siarczanu chondroityny [5]. Ponadto wiele skladnikéw
plynu pecherzykowego jest wykorzystywanych jako wskaz-
niki dojrzatosci oocytéw oraz ich gotowosci do owulacji i
zaplodnienia [14]. Réwnie interesujagcym elementem ziden-
tyfikowanym w plynie pecherzykowym zaréwno ludzi jak
i zwierzat sa oblonione, kuliste nanostruktury przenoszace
aktywny material biologiczny, czyli egzosomy. Mimo tego,
ze do niedawna uwazane byly za komérkowe odpady (ang.
cell debris), obecnie sa szeroko opisywane w literaturze. Po-
tencjalne znaczenie egzosoméw w funkcjonowaniu peche-
rzyka jajnikowego sprawia, ze stanowia one interesujacy
obiekt do badan naukowych [16].

EGZOSOMY - KLASYFIKACJA,
BIOGENEZA I CHARAKTERYSTYKA

Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe (EVs, ang. extracellular
vesicles) to grupa struktur biologicznych uwalnianych do
macierzy zewnatrzkomoérkowej z powierzchni blon wiek-
szosci komorek ssakéw. Dzieki zdolnosci do przenoszenia
zestawu funkcjonalnych czasteczek na duze odlegtosci oraz
do integracji z komoérkami docelowymi, moga uczestniczy¢
zaréwno w procesach fizjologicznych, jak i patologicznych
w organizmie. Wéréd EVs wyrézniamy trzy gléwne typy:
najmniejsze egzosomy, wieksze ektosomy (mikroczastki,
mikropecherzyki) oraz najwieksze cialka apoptotyczne [17].
Podziat ten opiera sie gléwnie na kryterium wielkosci, jed-
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nak mozna je réwniez klasyfikowac¢ ze wzgledu na pocho-
dzenie, sposéb powstawania, sklad biologiczny wewnatrz i
na ich powierzchni oraz sposéb ich izolacji [3]. Grupe naj-
bardziej homogenna wsréd EVs stanowia egzosomy, kto6-
rych érednica miesci si¢ w granicach od 30 do nawet 150
nm [18,19]. Sa to kuliste struktury zaopatrzone w zestaw
aktywnych biomolekul (ang. cargo) otoczonych dwuwar-
stwowa blona lipidowa, na powierzchni ktérej znajduja sie
specyficzne markery [20]. Ich historia siega lat 80-tych XX
wieku, kiedy to egzosomy zostaly zidentyfikowane jako
male pecherzyki wydzielane podczas réznicowania sie
retikulocytéw [21]. Jednakze Zeringer i in. [18] podaja, ze
termin ,egzosom” zostal wprowadzony po raz pierwszy
juz w 1981 roku przez Trams’a i in. [22] podczas badan nad
wydzielnicza aktywnoscig linii komérkowych. Egzosomy
moga powstawac zaréwno w warunkach in vivo, jak i in vi-
tro u organizmoéw eukariotycznych oraz prokariotycznych
[23]. Wystepuja one w wielu plynach ustrojowych m.in.:
krwi, nasieniu, moczu, $linie, mleku, plynie otrzewnowym,
owodniowym, mézgowo-rdzeniowym, z6lci, ptynie oskrze-
lowo-pecherzykowym, a takze w pltynie pecherzykowym
[18, 24]. Powstaja w sposéb konstytutywny w ciatkach wie-
lopecherzykowych (MVBs, ang. multivesicular bodies) zwa-
nych endosomami péznymi. Z powierzchni blony komoér-
kowej uwalniane sa w procesie egzocytozy [20].

Spos6éb powstawania i uwalniania egzosoméw z po-
wierzchni komérki macierzystej rézni sie od mechanizméw
tworzenia innych EVs. Mozna go podzieli¢ na trzy glow-
ne etapy - pierwszy, polegajacy na powstawaniu MVBs na
drodze endosomalnej, drugi na transporcie MVBs w kierun-
ku btony plazmatycznej i ostatni, opierajacy sie na uwolnie-
niu egzosoméw na skutek fuzji MVBs z blong komérkowa
(Ryc. 2) [25]. Na poczatku procesu biogenezy pecherzykéw
dochodzi do internalizacji blony komoérkowej w procesie
endocytozy i tworzenia wczesnych endosoméw. Nastep-
nie struktury te , paczkuja”, w zwiazku z czym po pewnym
czasie tworza sie endosomy pdzne (MVBs) zawierajace
liczne pecherzyki. Nastepnie dochodzi do migracji MVBs
w kierunku btony komoérkowej, w co zaangazowany jest
sortujacy kompleks biatkowy ESCRT (ang. endosomal sorting
complex required for transport), ktéry odpowiada takze za or-
ganizacje egzosoméw wewnatrz MVBs. Ostatnie doniesie-
nia naukowe sugeruja istnienie alternatywnego mechani-
zmu formowania sie egzosomoéw, ktéry jest niezalezny od
ESCRT i angazuje blonowe lipidy oraz tetraspaniny [4,26].
Moze zdarzy¢ sie rowniez tak, ze pecherzyki znajdujace sie
w MVBs zostana poddane ubikwitynizacji i kierowane beda
do degradacji w lizosomach (Ryc. 2).

Powstawanie pecherzykéw kontrolowane jest réwniez
przez biatka z rodziny Rab: Rab5, Rab7, Rabl11, Rab 27a/b,
Rab35, ktére wraz z transblonowym kompleksem SNARE
(ang. soluble N-ethylmaleiamide-sensitive factor attachment pro-
tein receptor) towarzysza MVBs, az do momentu ich fuzji z
blona komoérkowa i uwolnienia funkcjonalnych egzosomoéw
do macierzy zewnatrzkomoérkowej [23,26]. Najnowsze ba-
dania wskazuja, ze w tworzeniu egzosoméw bierze udziat
takze biatko przeciwnowotworowe p53 oraz jego efektor
TSAP6, ktore wplywaja stymulujaco na ich produkcje. Po-
nadto inne badania sugerujg, ze syndekan, wchodzac w in-
terakcje z biatkiem ALIX poprzez motyw aminokwasowy
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Leu-Tyr-Pro-X(n)-Leu, wplywa na endosomalne powsta-
wanie egzosoméw w MVBs [27]. Egzosomy powstajace
wedlug przedstawionego powyzej mechanizmu moga by¢
uwalniane z r6znych komoérek w organizmie m.in.: plytek
krwi, komorek odpornosciowych, w tym limfocytéw T, ko-
morek nerwowych, w tym oligodendrocytéow, czy komoérek
Schwanna, komoérek nabtonkéw wiekszosci ukladow, w
tym z komoérek nablonkowych jelit, endometrium, tozyska i
bton sluzowych, komérek nowotworowych, a takze komo-
rek pecherzyka jajnikowego [16,18].

Ladunek biologiczny przenoszony przez EVs na ogéf sta-
nowi odzwierciedlenie sktadu komoérek rodzicielskich. Jed-
nak w przypadku egzosomoéw jest nieco inaczej, gtéwnie ze
wzgledu na inny niz u pozostatych pecherzykéw zewnatrz-
komoérkowych mechanizm powstawania [23]. Niemniej jed-
nak wszystkie EVs zbudowane sa z dwuwarstwowej btony
lipidowej o sredniej grubosci okoto 5 nm, w obrebie ktérej
znajduja sie biatka, lipidy oraz cukry, a takze z tadunku mo-
lekularnego, ktéry otacza ta blona [28]. W obrebie lipidow
powierzchniowych charakterystycznym skiadnikiem blony
egzosomalnej sa tratwy lipidowe (ang. lipid rafts) w postaci
sfingolipidéw (m.in. ceramidu, ktéry odréznia te pecherzy-
ki od lizosoméw), a takze cholesterolu oraz fosfolipidéw
z dlugimi nasyconymi faficuchami kwaséw tltuszczowych
[19]. Podczas tworzenia si¢ egzosoméw na drodze endocy-
tarnej dochodzi do reorganizacji skladnikéw btony lipido-
wej, w zwiazku z czym struktura ta r6zni sie od powierzch-
ni btony komérki macierzystej. Giéwna réznica polega na
wbudowywaniu fosfatydyloseryny po zewnetrznej stronie
blony egzosomoéw [29]. Ponadto zauwazalna jest wieksza
zawarto$¢ cholesterolu w pecherzykach egzosomalnych
w odréznieniu od komorki, z ktérej one pochodzity [30].
Dzieki tym substancjom blona egzosomoéw jest bardziej
sztywna i wytrzymala w stosunku do komérki macierzy-
stej [31]. Egzosomy posiadaja charakterystyczne markery
powierzchniowe, m.in. tetraspaniny: CD9, CD63, CDS8],
biatka uczestniczace w transporcie i fuzji blonowej: GTPa-
zy, aneksyny, flotyliny, biatka gléwnego uktadu zgodnosci
tkankowej MHC 1 oraz II, biatko wiazace lipidy (MFGES),
integryny, peptydazy (CD13, CD26), galektyne 3, biatka
GPI-zakotwiczone (CD55, CD59) oraz inne biatka transbto-
nowe. Natomiast we wnetrzu egzosomoéw znajdziemy bial-
ka szoku cieplnego (Hsc70, Hsp90, Hsp60, Hsp70), biatka
zaangazowane w biogeneze MVBs (Alix, TSG101, klatryna),
biatka z rodziny Rab, enzymy zwigzane z procesem apop-
tozy (ALG-2, TPxII), biatka cytoszkieletu (m.in. aktyna, tu-
bulina, fibronektyna), biatka sygnalowe (m.in. EGFR, PI3K)
oraz enzymy (m.in. dehydrogenaza gliceroaldehydofosfo-
ranowa, kinaza fosfoglicerynianowa, ATP-azy, enolazy),
a takze czynniki translacyjne (m.in. elF4, eEF1) [21,26]. Po
zewnetrznej stronie egzosomoéw usytuowane sa takze lan-
cuchy cukrowe, tj. mannoza, polilaktozamina, kwas sjalowy
oraz N-glikany [32].

Na fadunek egzosomow sklada sie réwniez wazny ele-
ment z punktu widzenia funkcjonowania komoérek, czy-
li material genetyczny. W pecherzykach egzosomalnych
obecne sa zaréwno czasteczki kwasu deoksyrybonukleino-
wego (DNA), jak i kwasu rybonukleinowego (RNA), w tym
glownie mRNA oraz mikroRNA (miRNA) [19]. Transkrypt
przeniesiony do komorki docelowej moze w niej ulegad
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Tabela 1. Przyklady funkcji egzosoméw wizolowanych z ptynu pecherzykowego ssakow.

Model doswiadczalny Metoda izolagji

Funkcja egzosoméw

PiSmiennictwo

ExoQuick

Bydio Ultrawirowanie réznicujgce

Transport miRNA, regulacja dojrzewania
pecherzyka jajnikowego i wzrostu oocytu

(38]

Czlowiek Ultrawirowanie réznicujgce

Klacz ExoQuick

Transport miRNA i wplyw na plodnosé [42]

Transport miRNA i wplyw na rozwéj pecherzyka antralnego [37]

Bydto Ultrawirowanie réznicujace

Transport miRNA, rola zalezna od stadium
rozwoju pecherzyka jajnikowego

[45]

Swinia Total Exosome Isolation Reagent

Funkcja zalezna od stadium rozwoju pecherzyka jajnikowego [46]

ekspresji, z kolei miRNA odgrywa wazng role w regulacji
ekspresji wielu genoéw. W skladzie egzosoméw w mniejszej
ilosci znajdziemy takze niekodujagce RNA (m.in. saRNA,
piRNA, snoRNA), transportowe RNA (tRNA) oraz ryboso-
malne RNA (rRNA) [18]. Dosy¢ duza powtarzalnoé¢ sktadu
biatkowego wiekszosci egzosoméw wskazuje, ze sposéb ich
powstawania nie opiera si¢ na przypadkowym uwalnianiu
z powierzchni blony komoérek, lecz jest Scisle ukierunkowa-
ny [23]. Dodatkowo fakt, ze powierzchnia egzosoméw nie
jest calkowitym odzwierciedleniem blony komoérki macie-
rzystej rowniez potwierdza to zalozenie. Dzigki temu wie-
my juz, ze struktury te nie sa jedynie blonowymi ,resztka-
mi”, lecz odgrywaja kluczowa role w wielu istotnych proce-
sach biologicznych.

Egzosomom przypisuje sie duza role w procesach zacho-
dzacych na poziomie komérkowym. Jedng z podstawowych
funkcji egzosoméw jest komunikacja miedzykomoérkowa,
zaréwno na niewielkie, jak i duze odleglosci przy udziale
réznorodnych ptynéw ustrojowych. Przenoszenie sygnatu
biologicznego przez egzosomy stanowi nowa forme trans-
portu w ukladach wielokomérkowych, co jest niezwykle
istotne dla rozwoju organizméw wyzszych. Ponadto peche-
rzyki te biora udzial w procesach tj. koagulacja, prezento-
wanie antygenéw, ,zarzadzanie” resztkami komérkowymi,
ale takze angiogeneza, proliferacja, starzenie sie¢ komorek,
apoptoza, réznicowanie, przenoszenie sygnaléw immuno-
logicznych [19]. Wplyw egzosoméw na wyzej wymienio-
ne procesy widoczny jest niemal we wszystkich tkankach
organizméw zywych, co potwierdza ogromny potencjat
funkcjonalny tych struktur. Co ciekawe, ostatnie doniesie-
nia wskazuja, ze egzosomy pelniag réwniez istotng funkcje
w ukladzie rozrodczym. Moga one oddzialywac na gamety
zenskie i meskie, przez co wplywaja na proces zaplodnie-
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nia, implantacje zarodka, a nawet na przebieg ciazy mo-
dulujac odpowiedz immunologiczng matki [16,33]. Jednak
oprécz oddzialywania egzosoméw na procesy fizjologicz-
ne, zauwazono réwniez duza ich aktywnoé¢ w procesach
patologicznych, m.in. w chorobach neurodegeneracyjnych,
nowotworach czy AIDS [34-36].

FUNKCJA EGZOSOMOW W
PECHERZYKU JAJNIKOWYM

W literaturze naukowej pojawiaja sie¢ coraz czesciej do-
niesienia na temat obecnosdci egzosoméw w dotychczas
nieprzebadanych pod tym katem ptynach ustrojowych. In-
teresujgcym materialem okazat sie by¢ takze ptyn pecherzy-
kowy, zaréwno ludzi i zwierzat. Po raz pierwszy egzosomy
zostaly wyizolowane i scharakteryzowane przez da Silveira
iin. [24] u klaczy w 2012 roku. Wykryto w nich materiat
genetyczny w postaci miRNA, ktéry dalej zostal opisany
pod wzgledem funkgji jakie moze petni¢ w komérkach pe-
cherzyka jajnikowego [37]. U bydla jako pierwsi egzosomy
wyizolowali Sohel i in. [38], wykazujac przy tym, podobnie
jak u klaczy, ze przenosza one miRNA. Egzosomy w plynie
pecherzykowym $wini zidentyfikowano w 2017 roku [39].
W tym samym roku Keningsberg i in. [40] opublikowali
protokot izolacji egzosoméw, w ktérym po raz pierwszy
wprowadzili termin ,folikulosom” (ang. folliculosome) dla
okreélenia egzosoméw pochodzacych z ptynu pecherzyko-
wego, co podkresla specyficzne pochodzenie wyizolowa-
nych struktur. Odkrycie egzosoméw u zwierzat sklonilo
naukowcoéw takze do badani nad ludzkimi pecherzykami
jajnikowymi [42,43,47]. W Tabeli 1 przedstawiono chrono-
logicznie przyktady modeli doswiadczalnych, u ktérych
izolowano egzosomy z ptynu pecherzykowego z uwzgled-
nieniem pelnionych przez nie funkcji oraz metody izolacji.
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Kluczowym elementem w analizie egzosoméw jest wy-
bér odpowiedniej metody ich izolacji uwzgledniajacej nie-
zbedne parametry tego procesu [3]. Najczesciej wybierana
metoda izolacji egzosoméw z plynu pecherzykowego sa
komercyjne zestawy do precypitacji EVs, charakteryzujace
sie krotka procedura oraz nie wymagajace uzycia ultrawi-
réwki. Sa to zestawy ExoQuick™ (System Biosciences) oraz
Total Exosome Isolation Reagent™ (ThermoFisher Scien-
tific) [40]. Oprocz latwej procedury izolacji, zestawy te maja
takze inne zalety m.in. zdolnoé¢ do wytracania egzosoméw
przy neutralnym pH oraz wysokich stezeniach jonéw [48].
Ze wzgledu na aspekt ekonomiczny, oprécz komercyjnych
zestawOw stosuje sie rowniez ultrawirowanie, wirowanie w
gradiencie gestosci, metody chromatograficzne (np. chro-
matografia wykluczenia SEC, chromatografia powinowac-
twa) oraz metody immunologiczne (np. kulki magnetyczne
oplaszczone przeciwcialami) [3,40]. Biorac pod uwage ob-
jetos¢ ptynu pecherzykowego w pojedynczym pecherzyku
antralnym (u ludzi okofo 100 pl), istnieja pewne ogranicze-
nia w procesie izolacji. W tej malej objetosci ptynu peche-
rzykowego znajduje sie wiele biatek m.in. immunoglobuli-
ny czy albuminy, ktére moga maskowac¢ EVs w dalszych
etapach analizy. Ponadto w przypadku metody wykorzy-
stujacej ultrawirowanie w wysokich predkosciach mozliwa
jest degradacja struktury EVs, co jest zjawiskiem niepoza-
danym [3]. Natomiast przy komercyjnych zestawach zdarza
sie, ze zastosowane odczynniki chemiczne zaklécajg dalsze
analizy jakosciowe lub iloéciowe egzosoméw. Mimo tego,
zestawy oparte na precypitacji glikolem polietylenowym sa
wciaz najczesciej stosowana metoda pozyskiwania egzoso-
mow. Nalezy réwniez pamietad, Ze nie wszystkie metody
odpowiednie do izolacji egzosoméw z medium hodowla-
nego nadajq sie¢ do ich izolacji z ptynéw ustrojowych. Za-
wieraja one wiecej sktadnikéw biatkowych i komérkowych
zanieczyszczen, ktére mozna wyeliminowac z prébki wpro-
wadzajac dodatkowe etapy podczas izolacji, np. proces fil-
tracji [3,40].

Istnieje wiele hipotez dotyczacych zaangazowania egzo-
somow zaréwno w fizjologiczne, jak i patologiczne procesy
zachodzace w jajniku, jednak wiekszos¢ z nich wcigz czeka
na potwierdzenie. Wéréd najczesciej opisywanych funk-
Cji egzosomOéw wymienia si¢ te zwigzane z transportem
miRNA. Waznym aspektem jest réwniez obecno$¢ innych
funkcjonalnych komponentéw m.in. niekodujacego RNA
(ncRNA), mitochondrialnego DNA (mtDNA) oraz biatek
[4]. Elementem biatkowego skladu egzosomoéw sa cytokiny,
ktére znane sa ze zdolnosci do pelnienia funkcji regulujacej
proces proliferacji i réznicowania komoérek w pecherzyku
jajnikowym, atrezji pecherzyka oraz dojrzewania oocytu
[49]. Innym przykladem biatkowych komponentéw egzo-
somalnych sg biatka z rodziny Wnt, zaangazowane w ko-
morkowe szlaki sygnalizacyjne. Receptory dla tych biatek
ulegaja ekspresji na okreslonych etapach rozwoju pecherzy-
ka jajnikowego oraz podczas luteinizacji [4,50]. Zbadanie
mechanizméw funkcjonowania tych szlakéw w kontekscie
dzialania egzosoméw wydaje sie by¢ niezbedne do lepsze-
go zrozumienia procesu folikulogenezy.

Egzosomy sa réwniez przedmiotem badani w kontekscie
ekspresji genéw odpowiedzialnych za dojrzewanie oocytu.
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U klaczy dowiedziono, ze egzosomy wplywaja na ekspresje
genoéw TGFp i BMP15 [44]. Najnowsze doniesienia wskazu-
ja, ze ich ekspresja zmienia si¢ w réznych warunkach éro-
dowiska. Naukowcy badali wptyw szoku cieplnego u krow
na dojrzewanie oocytoéw in vitro. Geny odpowiedzialne za
jakosé oocytu (m.in. BMP15, GDF9) wykazywaly mniejsza
ekspresje w warunkach temperaturowo neutralnych w sto-
sunku do tych, ktére zostaly narazone szok cieplny [51].
Ponadto inne badania wykazaly, ze egzosomy reguluja doj-
rzewanie oocytu w zaleznosci od poziomu ekspresji miR-
NA [38]. Nastepnie Hung i in. [52] wskazali, Ze folikulosom
pecherzykéw antralnych u bydta wptywa na ekspansje ko-
morek kompleksu COC. Ten sam zesp6t wykazal na mo-
delu bydlecym, ze egzosomalne miRNA moga modulowa¢
ekspresje genéw zaangazowanych w ten proces, ktory jest
kluczowy dla prawidlowej owulacji. Sugeruje to obecnos¢
nowego mechanizmu regulujacego ekspansje COCs, ktéry
moze wplywacé na utrzymanie ptodnosci przez samice [53].

Wiele badan naukowych poswieconych jest tematyce eg-
zosomalnego miRNA i to wladnie jego dziatanie opisywane
jest najczesciej w odniesieniu do egzosoméw. Santonocito
i in. [43] wykazali, ze folikulosom ludzi zawiera rézne ro-
dzaje miRNA (np. miR-99a, miR-100, miR-132), ktére moga
regulowac szlaki biologiczne krytyczne dla rozwoju i doj-
rzewania oocytu. Istnieje wiele hipotez, w ktérych egzoso-
malne miRNA odgrywa kluczowa role w folikulogenezie.
Jednym z przykladéw jest wptyw miRNA folikulosomu na
aktywacje szlaku PI3K w komorkach ziarnistych i oocycie,
odpowiedzialnego za dojrzewanie pecherzykéw jajniko-
wych.

Obecnoé¢ EVs wykazano w plynach pochodzacych z
zetiskiego (pecherzyk jajnikowy, macica, jajowdd) oraz
meskiego (najadrze, prostata) ukladu rozrodczego [54-56].
Oprécz wyzej wymienionych fizjologicznych funkeji eg-
zosomoéw, w literaturze opisano réwniez ich znaczenie w
stanach patologicznych organizmu. Campoy i in. [57] wy-
izolowali frakcje egzosoméw pochodzaca z ptynu macicz-
nego kobiet z tagodnymi schorzeniami ginekologicznymi.
Ponadto Sang i in. [58] izolowali pecherzyki r6znych klas z
plynu pecherzykowego kobiet z zespotem policystycznych
jajnikow (PCOS, ang. polycystic ovarian syndrome). Najnow-
sze badania przeprowadzone na grupie pacjentek z PCOS
dowiodly obecnosci w plynie pecherzykowym zestawu
kolistych RNA (circRNA, ang. circular RNA) pochodzenia
egzosomalnego, z ktérych wiekszos$¢ zaangazowana byta w
procesy wystepujace w patogenezie PCOS tj. infekcje bakte-
ryjne, stres oksydacyjny czy autofagia. Badania te sa podwa-
ling do dalszych analiz dotyczacych roli tych czasteczek w
patogenezie PCOS [47]. Najnowsze prace odnosza si¢ takze
do roli egzosomoéw jako potencjalnych biomarkeréw nowo-
tworu jajnika. W EVs izolowanych z surowicy krwi kobiet z
nowotworem jajnika obserwowano wysoka ekspresje miR-
21, miR-141, miR-200 i miR-214 [59]. U tych pacjentek anali-
zowano takze obecnosé egzosoméw w moczu i wykazano w
nich podwyzszony poziom miR-30a-5p, ktéry korelowal ze
stadium rozwoju nowotworu [60]. Dowiedziono, ze EVs sa
réwniez no$nikami bialka CA125, markera nowotworu jaj-
nika, a jego poziom jest wyzszy w EVs niz w surowicy krwi
we wczesnym stadium nowotworu. Sugeruje sig, ze drugim
waznym biatkiem diagnostycznym transportowanym przez
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EVs moze by¢ klaudyna 4, gdyz jej ekspresja pozytywnie
koreluje ze stadium rozwoju nowotworu [61]. Najnowsze
prace wskazujg, ze oprocz miRNA i biatek, takze inne mo-
lekuly egzosomalne (np. fosfatydyloseryna) moga by¢ obie-
cujacymi markerami wykorzystywanymi w diagnostyce
nowotworu jajnika [61]. Wymaga to jednak dalszych badan.

Analizy folikulosomu prowadzone przez naukowcéw na
przestrzeni ostatnich lat wskazujg, Ze dziedzina ta dopiero
zaczyna sie rozwijac. Skupiaja sie one gtéwnie na identy-
fikacji egzosoméw w plynie pecherzykowym oraz bada-
niu transportowanego przez nie materiatu biologicznego.
Szczegblowa analiza tadunku molekularnego jaki przeno-
sza dostarcza informacji o mechanizmie ich powstawania
w pecherzyku jajnikowym, a takze pozwala przewidzie¢
potencjalny efekt ich dziatania. Ponadto egzosomy mogly-
by zosta¢ wykorzystane jako swoiste biomarkery do mo-
nitorowania jakosci oocytéw m.in. podczas zaplodnienia
pozaustrojowego (IVF, ang. in vitro fertilization) u ludzi i
zwierzat gospodarskich [4]. Oprécz tego warto zaznaczyé,
ze pecherzyk jajnikowy jest bardzo dobrym modelem do
badan egzosoméw oraz mechanizméw zaangazowanych w
ich transport. Stanowi on bowiem maty, zamkniety system,
w ktérym fatwo wskazaé komoérki, z ktérych EVs moga sie
uwalnia¢ i wbudowywacé w sasiednie tkanki [4]. W zwiazku
z tym konieczne jest dalsze badanie folikulosomu, co znaj-
duje tez swoje potwierdzenie we wzrastajacej liczbie arty-
kuléw naukowych na ten temat.
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ABSTRACT

The ovarian follicle filled with follicular fluid creates an optimal environment for oocyte growth and maturation. Follicular fluid contains a
wide range of biologically active molecules that regulate the functions of the oocyte and somatic cells in the ovarian follicle. Recently it has
been confirmed that exosomes are present in the follicular fluid of human and animals. These nanosized, spherical structures surrounded by a
lipid bilayer, carry an active biological charge as proteins, lipids, carbohydrates and genetic material. Due to the ability to passive migration in
body fluids, exosomes move a long distances in the body and modulate the function of target cells. The importance of exosomes in the ovarian
follicle is still not fully understood. To date their communication role and impact on physiological and pathological processes in the ovary are
suggested. Research on follicular fluid derived exosomes provides an opportunity to better understand the processes in which they are invo-
Ived within the follicle. In addition, the potential clinical application of exosomes, including treatment and diagnosis of female reproductive

system diseases, leads scientists to further research.
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