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				Egzosomy jako nowy element komunikacji w pęcherzyku jajnikowym ssaków

			

		

		
			
				STRESZCZENIE

				Pęcherzyk jajnikowy wraz z wypełniającym go płynem pęcherzykowym tworzy optymal-ne środowisko do wzrostu oraz dojrzewania oocytu. Płyn pęcherzykowy zawiera wiele aktywnych biologicznie cząsteczek, które regulują funkcje oocytu i komórek somatycznych pęcherzyka jajnikowego. Ostatnie doniesienia naukowe dowodzą obecności egzosomów w płynie pęcherzykowym ludzi i zwierząt. Te nanometrowe, kuliste struktury, otoczone dwu-warstwą lipidową niosą aktywny ładunek biologiczny w postaci białek, lipidów, cukrów oraz materiału genetycznego. Dzięki zdolności do biernej migracji w płynach ustrojowych, egzosomy przemieszczają się na znaczne odległości w organizmie i modulują funkcje ko-mórek docelowych. Znaczenie egzosomów w pęcherzyku jajnikowym nie zostało wciąż do końca poznane. Dotychczasowe badania sugerują ich rolę komunikacyjną oraz wpływ na procesy fizjologiczne i patologiczne w jajniku. Badania nad egzosomami płynu pęcherzy-kowego dają możliwość dokładniejszego poznania procesów, w które są one zaangażowane w pęcherzyku jajnikowym. Ponadto potencjalne kliniczne zastosowanie egzosomów, np. w leczeniu i diagnostyce chorób żeńskiego układu rozrodczego, skłania naukowców do dal-szych badań.

				WPROWADZENIE

				Płyn pęcherzykowy stanowi niezbędne mikrośrodowisko dla rozwijającego się oocytu. Zawiera on bogaty zestaw składników, które pełnią funkcję odżyw-czą oraz zapewniają komunikację pomiędzy komórkami pęcherzyka jajnikowe-go i kompleksem wzgórka jajonośnego z oocytem (COC, ang. cumulus-oophorus complex) [1]. W ostatnich latach w płynie pęcherzykowym zidentyfikowano ku-liste nanostruktury otoczone dwuwarstwową błoną lipidową, nazywane egzo-somami. Dzięki obecności bioaktywnych składników w swoim wnętrzu (białka, lipidy, materiał genetyczny) oraz zdolności do krążenia w płynach ustrojowych, pełnią one głównie funkcję komunikacyjną i są odpowiedzialne za przekazywa-nie informacji między różnymi typami komórek. Mogą one także wbudowywać się w zespoły komórek modulując przy tym ich funkcje, zarówno w procesach fizjologicznych i patologicznych [2]. Ogromny potencjał egzosomów w aspek-cie biologicznym, diagnostycznym i terapeutycznym składnia naukowców do nieustannych badań nad tymi strukturami. Jest to dość utrudnione ze wzglę-du na ich mały rozmiar oraz brak optymalnej metody izolacji [3]. Na przełomie ostatnich kilku lat egzosomy zidentyfikowano w płynie pęcherzykowym ludzi i innych ssaków [4]. Potwierdzenie ich obecności w pęcherzykach jajnikowych oraz analiza przenoszonego przez nie ładunku molekularnego może mieć zna-czenie dla głębszego poznania mechanizmów regulujących funkcje pęcherzyka jajnikowego.

				BUDOWA PĘCHERZYKA JAJNIKOWEGO

				Pęcherzyki jajnikowe, powstające i dojrzewające w jajniku w procesie foliku-logenezy, stanowią rezerwuar rozrodczy samicy. Ich głównym zadaniem jest produkcja komórek jajowych zdolnych do zapłodnienia. Rozwój pęcherzyków rozpoczyna się od stadium pęcherzyka pierwotnego, który następnie przekształ-ca się w pęcherzyk pierwszo-, drugo- i trzeciorzędowy, kończąc dojrzewanie na etapie pęcherzyka przedowulacyjnego (pęcherzyka Graafa). Od momentu wej-ścia w stadium trzeciorzędowe, pęcherzyki jajnikowe nazywamy antralnymi, ze względu na obecność w nich jamki (antrum) wypełnionej płynem pęcherzyko-wym. Płyn ten stanowi niezbędne środowisko odżywcze dla znajdującego się wewnątrz oocytu [5]. Najbardziej zewnętrzną warstwę pęcherzyka antralnego stanowi osłonka zewnętrzna, zbudowana z komórek mięśni gładkich, fibrobla-stów, włókien kolagenowych i naczyń krwionośnych. Kolejną warstwę tworzy osłonka wewnętrzna, która oprócz komórek steroidogennych zawiera także ko-mórki zrębu łącznotkankowego i naczynia krwionośne. Dalej usytuowana jest błona podstawna, będąca barierą między krwią a wnętrzem pęcherzyka. Gra-
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				niczy ona z awaskularną warstwą komórek ziarnistych, wśród których wyróżnia się komórki muralne, wsparte na błonie podstawnej oraz komórki antralne, otaczające jam-kę pęcherzyka. Pierwsze z nich mają kolumnowaty kształt i wykazują większą aktywność steroidogenną. Drugie są bardziej kuliste i luźniej ułożone. Jako osobną populację ko-mórek ziarnistych, wyodrębnia się komórki wieńca promie-nistego, które otaczają oocyt i tworzą wzgórek jajonośny [5] (Ryc. 1).

				W pęcherzyku jajnikowym dochodzi do ciągłej, dwukie-runkowej wymiany molekuł między oocytem a komórkami somatycznymi. Wzajemna interakcja jest uwarunkowana lokalną produkcją hormonów, czynników wzrostu oraz innych cząsteczek aktywnych biologicznie, które działają na drodze auto- lub parakrynowej [4]. Wśród czynników uwalnianych przez oocyt najważniejszymi są białko morfo-genetyczne kości 15 (BMP15, ang. bone morphogenetic prote-in 15) oraz czynnik wzrostu i różnicowania 9 (GDF9, ang. growth differentiation factor 9), które wpływają na proliferację i różnicowanie komórek ziarnistych. Natomiast w przeciw-nym kierunku wydzielane są m.in. Kit ligand i nabłonkowe czynniki wzrostu odpowiadające za dojrzewanie oocytu [4]. Bardzo ważnym elementem komunikacji pomiędzy ko-mórkami ziarnistymi oraz pomiędzy oocytem i komórkami ziarnistymi są połączenia szczelinowe (ang. gap junctions). Zapewniają one przenoszenie sygnału elektrycznego, prze-pływ nieorganicznych jonów, wtórnych przekaźników i innych cząsteczek rozpuszczalnych w wodzie o masie poni-żej 1,0 kDa. Zbudowane są z białek zwanych koneksynami (Cx, ang. connexin), które łączą się w kompleksy i tworzą kanały przezkomórkowe. Pomiędzy komórkami ziarnisty-mi występują głównie Cx43 i Cx45, natomiast w komunika-cji pomiędzy oocytem, a komórkami wieńca promienistego pośredniczą Cx37 i Cx43 [6]. Za nowy element komunikacji 

			

		

		
			
				wewnątrz pęcherzyka jajnikowego uważa się obecnie egzo-somy, które są uwalniane do płynu pęcherzykowego i trans-portują molekuły regulujące ekspresję genów w oocycie [4].

				PŁYN PĘCHERZYKOWY – FORMOWANIE, SKŁAD I FUNKCJA

				Etap powstawania płynu pęcherzykowego rozpoczyna się już w późnych pęcherzykach drugorzędowych. Docho-dzi wówczas do rozluźniania i reorganizacji dotychczas zwartej warstwy komórek ziarnistych oraz powstawania szczelin, które następnie łączą się ze sobą tworząc jamkę [7]. Powstała jamka wypełniona jest płynem pęcherzykowym będącym efektem dyfuzji substancji z naczyń krwionośnych znajdujących się w osłonce pęcherzyka, a także zawierają-cym składniki produkowane przez komórki ziarniste, ko-mórki osłonki wewnętrznej oraz oocyt [8,9]. Istnieje hipote-za zakładająca, że akumulacja płynu pęcherzykowego zale-ży od utworzenia gradientu osmotycznego, który powoduje przemieszczanie się substancji z osocza do wnętrza pęche-rzyka. Powstawanie gradientu jest możliwe dzięki substan-cjom produkowanym przez komórki ziarniste – hialuronia-nowi i siarczanowi chondroityny (wersikan). Transfer ten może przebiegać w dwojaki sposób – międzykomórkowo oraz przezkomórkowo. W pierwszym przypadku przesącz z osocza przedostaje się pomiędzy komórkami śródbłonka naczyń krwionośnych oraz pomiędzy komórkami ziarni-stymi do wnętrza pęcherzyka. Drugi mechanizm angażuje białka budujące kanały wodne, czyli akwaporyny (AQP, ang. aquaporin) lub procesy transcytozy (transport sub-stancji przez cytoplazmę komórki z jednego jej bieguna na drugi) [10]. Badania przeprowadzone na ludzkich, mysich oraz szczurzych pęcherzykach jajnikowych dowiodły obec-ności akwaporyn różnych klas (AQP 1-4, 7-9) w komórkach ziarnistych. Ponadto Starowicz i in. [11] wykazali obecność 

			

		

		
			
				Rycina 1. Budowa antralnego pęcherzyka jajnikowego ssaków. Opis w tekście.
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				AQP5 w błonie oocytów przedantralnych i antralnych pę-cherzyków jajnikowych szczurów. Jej ekspresja w przedan-tralnych pęcherzykach jajnikowych oraz zanik w pęcherzy-kach owulacyjnych może wskazywać, że przyczynia się ona do magazynowania wody w antrum.

				Płyn pęcherzykowy stanowi niezwykle ważne mikrośro-dowisko dla rozwijającego się oocytu, zapewniające dostęp do niezbędnych substancji odżywczych. Jednymi z najważ-niejszych składników płynu są hormony m.in.: hormon folikulotropowy (FSH, ang. follicle-stimulating hormone), lu-teinizujący (LH, ang. luteinizing hormone) oraz gonadotropi-na kosmówkowa (hCG, ang. human chorionic gonadotropin). Wpływają one na wydzielanie różnych substancji przez ko-mórki ziarniste (np. kwasu hialuronowego), które oddzia-łują na oocyt. Oprócz gonadotropin w płynie pęcherzyko-wym znajduje się hormon wzrostu, progesteron, estradiol, prolaktyna, gonadoliberyna, a także androgeny i kortyko-steroidy [12]. Płyn pęcherzykowy to również zestaw wielu czynników wzrostu m.in.: nabłonkowego czynnika wzrostu (EGF, ang. epidermal growth factor), EGF-podobnego czynni-ka wzrostu, transformującego czynnika wzrostu α oraz β (TGF-α,-β, ang. transforming growth factor), insulinopodob-nego czynnika wzrostu (IGF, ang. insulin-like growth factor), inhibiny oraz aktywiny [12,13]. Ponadto w skład płynu pęcherzykowego wchodzą czynniki apoptotyczne tj. Fas--ligand, którego kompleks z rozpuszczalnym czynnikiem Fas (sFas-FasL) może zapobiegać atrezji oocytów [14]. Płyn pęcherzykowy zawiera również białka w postaci cytokin, enzymów, antykoagulantów, a także aminokwasowych metabolitów. Warto wspomnieć o żelatynazach posiadają-cych aktywność enzymatyczną, które są zaangażowane w przebudowę tkanki podczas atrezji pęcherzyków. Ponadto ważną funkcję pełnią reaktywne formy tlenu obecne w pły-nie pęcherzykowym, np. tlenek azotu, który może działać indukująco lub hamująco na apoptozę komórek pęcherzyka 

			

		

		
			
				janikowego [14]. Płyn pęcherzykowy bogaty jest również we frakcję polisacharydów – hialuronian i mioinzoytol oraz w lipidowe metabolity wspomagające różnicowanie się oocytu [15].

				Skład płynu pęcherzykowego jest dosyć różnorodny i zależy od etapu rozwoju pęcherzyka. Dla przykładu, we wzrastającym pęcherzyku antralnym zwiększa się poziom estrogenów, natomiast maleje stężenie heparanosiarczanu oraz siarczanu chondroityny [5]. Ponadto wiele składników płynu pęcherzykowego jest wykorzystywanych jako wskaź-niki dojrzałości oocytów oraz ich gotowości do owulacji i zapłodnienia [14]. Równie interesującym elementem ziden-tyfikowanym w płynie pęcherzykowym zarówno ludzi jak i zwierząt są obłonione, kuliste nanostruktury przenoszące aktywny materiał biologiczny, czyli egzosomy. Mimo tego, że do niedawna uważane były za komórkowe odpady (ang. cell debris), obecnie są szeroko opisywane w literaturze. Po-tencjalne znaczenie egzosomów w funkcjonowaniu pęche-rzyka jajnikowego sprawia, że stanowią one interesujący obiekt do badań naukowych [16].

				EGZOSOMY – KLASYFIKACJA, BIOGENEZA I CHARAKTERYSTYKA

				Pęcherzyki zewnątrzkomórkowe (EVs, ang. extracellular vesicles) to grupa struktur biologicznych uwalnianych do macierzy zewnątrzkomórkowej z powierzchni błon więk-szości komórek ssaków. Dzięki zdolności do przenoszenia zestawu funkcjonalnych cząsteczek na duże odległości oraz do integracji z komórkami docelowymi, mogą uczestniczyć zarówno w procesach fizjologicznych, jak i patologicznych w organizmie. Wśród EVs wyróżniamy trzy główne typy: najmniejsze egzosomy, większe ektosomy (mikrocząstki, mikropęcherzyki) oraz największe ciałka apoptotyczne [17]. Podział ten opiera się głównie na kryterium wielkości, jed-
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				Rycina 2. Schemat powstawania, degradacji oraz sekrecji egzosomów z uwzględnieniem ścieżek oddziaływania na komórkę docelową. MVBs – ciałka wielopęcherzyko-we. Opis w tekście.
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				nak można je również klasyfikować ze względu na pocho-dzenie, sposób powstawania, skład biologiczny wewnątrz i na ich powierzchni oraz sposób ich izolacji [3]. Grupę naj-bardziej homogenną wśród EVs stanowią egzosomy, któ-rych średnica mieści się w granicach od 30 do nawet 150 nm [18,19]. Są to kuliste struktury zaopatrzone w zestaw aktywnych biomolekuł (ang. cargo) otoczonych dwuwar-stwową błoną lipidową, na powierzchni której znajdują się specyficzne markery [20]. Ich historia sięga lat 80-tych XX wieku, kiedy to egzosomy zostały zidentyfikowane jako małe pęcherzyki wydzielane podczas różnicowania się retikulocytów [21]. Jednakże Zeringer i in. [18] podają, że termin „egzosom” został wprowadzony po raz pierwszy już w 1981 roku przez Trams’a i in. [22] podczas badań nad wydzielniczą aktywnością linii komórkowych. Egzosomy mogą powstawać zarówno w warunkach in vivo, jak i in vi-tro u organizmów eukariotycznych oraz prokariotycznych [23]. Występują one w wielu płynach ustrojowych m.in.: krwi, nasieniu, moczu, ślinie, mleku, płynie otrzewnowym, owodniowym, mózgowo-rdzeniowym, żółci, płynie oskrze-lowo-pęcherzykowym, a także w płynie pęcherzykowym [18, 24]. Powstają w sposób konstytutywny w ciałkach wie-lopęcherzykowych (MVBs, ang. multivesicular bodies) zwa-nych endosomami późnymi. Z powierzchni błony komór-kowej uwalniane są w procesie egzocytozy [20].

				Sposób powstawania i uwalniania egzosomów z po-wierzchni komórki macierzystej różni się od mechanizmów tworzenia innych EVs. Można go podzielić na trzy głów-ne etapy – pierwszy, polegający na powstawaniu MVBs na drodze endosomalnej, drugi na transporcie MVBs w kierun-ku błony plazmatycznej i ostatni, opierający się na uwolnie-niu egzosomów na skutek fuzji MVBs z błoną komórkową (Ryc. 2) [25]. Na początku procesu biogenezy pęcherzyków dochodzi do internalizacji błony komórkowej w procesie endocytozy i tworzenia wczesnych endosomów. Następ-nie struktury te „pączkują”, w związku z czym po pewnym czasie tworzą się endosomy późne (MVBs) zawierające liczne pęcherzyki. Następnie dochodzi do migracji MVBs w kierunku błony komórkowej, w co zaangażowany jest sortujący kompleks białkowy ESCRT (ang. endosomal sorting complex required for transport), który odpowiada także za or-ganizację egzosomów wewnątrz MVBs. Ostatnie doniesie-nia naukowe sugerują istnienie alternatywnego mechani-zmu formowania się egzosomów, który jest niezależny od ESCRT i angażuje błonowe lipidy oraz tetraspaniny [4,26]. Może zdarzyć się również tak, że pęcherzyki znajdujące się w MVBs zostaną poddane ubikwitynizacji i kierowane będą do degradacji w lizosomach (Ryc. 2).

				Powstawanie pęcherzyków kontrolowane jest również przez białka z rodziny Rab: Rab5, Rab7, Rab11, Rab 27a/b, Rab35, które wraz z transbłonowym kompleksem SNARE (ang. soluble N-ethylmaleiamide-sensitive factor attachment pro-tein receptor) towarzyszą MVBs, aż do momentu ich fuzji z błoną komórkową i uwolnienia funkcjonalnych egzosomów do macierzy zewnątrzkomórkowej [23,26]. Najnowsze ba-dania wskazują, że w tworzeniu egzosomów bierze udział także białko przeciwnowotworowe p53 oraz jego efektor TSAP6, które wpływają stymulująco na ich produkcję. Po-nadto inne badania sugerują, że syndekan, wchodząc w in-terakcję z białkiem ALIX poprzez motyw aminokwasowy 

			

		

		
			
				Leu-Tyr-Pro-X(n)-Leu, wpływa na endosomalne powsta-wanie egzosomów w MVBs [27]. Egzosomy powstające według przedstawionego powyżej mechanizmu mogą być uwalniane z różnych komórek w organizmie m.in.: płytek krwi, komórek odpornościowych, w tym limfocytów T, ko-mórek nerwowych, w tym oligodendrocytów, czy komórek Schwanna, komórek nabłonków większości układów, w tym z komórek nabłonkowych jelit, endometrium, łożyska i błon śluzowych, komórek nowotworowych, a także komó-rek pęcherzyka jajnikowego [16,18].

				Ładunek biologiczny przenoszony przez EVs na ogół sta-nowi odzwierciedlenie składu komórek rodzicielskich. Jed-nak w przypadku egzosomów jest nieco inaczej, głównie ze względu na inny niż u pozostałych pęcherzyków zewnątrz-komórkowych mechanizm powstawania [23]. Niemniej jed-nak wszystkie EVs zbudowane są z dwuwarstwowej błony lipidowej o średniej grubości około 5 nm, w obrębie której znajdują się białka, lipidy oraz cukry, a także z ładunku mo-lekularnego, który otacza ta błona [28]. W obrębie lipidów powierzchniowych charakterystycznym składnikiem błony egzosomalnej są tratwy lipidowe (ang. lipid rafts) w postaci sfingolipidów (m.in. ceramidu, który odróżnia te pęcherzy-ki od lizosomów), a także cholesterolu oraz fosfolipidów z długimi nasyconymi łańcuchami kwasów tłuszczowych [19]. Podczas tworzenia się egzosomów na drodze endocy-tarnej dochodzi do reorganizacji składników błony lipido-wej, w związku z czym struktura ta różni się od powierzch-ni błony komórki macierzystej. Główna różnica polega na wbudowywaniu fosfatydyloseryny po zewnętrznej stronie błony egzosomów [29]. Ponadto zauważalna jest większa zawartość cholesterolu w pęcherzykach egzosomalnych w odróżnieniu od komórki, z której one pochodziły [30]. Dzięki tym substancjom błona egzosomów jest bardziej sztywna i wytrzymała w stosunku do komórki macierzy-stej [31]. Egzosomy posiadają charakterystyczne markery powierzchniowe, m.in. tetraspaniny: CD9, CD63, CD81, białka uczestniczące w transporcie i fuzji błonowej: GTPa-zy, aneksyny, flotyliny, białka głównego układu zgodności tkankowej MHC I oraz II, białko wiążące lipidy (MFGE8), integryny, peptydazy (CD13, CD26), galektynę 3, białka GPI-zakotwiczone (CD55, CD59) oraz inne białka transbło-nowe. Natomiast we wnętrzu egzosomów znajdziemy biał-ka szoku cieplnego (Hsc70, Hsp90, Hsp60, Hsp70), białka zaangażowane w biogenezę MVBs (Alix, TSG101, klatryna), białka z rodziny Rab, enzymy związane z procesem apop-tozy (ALG-2, TPxII), białka cytoszkieletu (m.in. aktyna, tu-bulina, fibronektyna), białka sygnałowe (m.in. EGFR, PI3K) oraz enzymy (m.in. dehydrogenaza gliceroaldehydofosfo-ranowa, kinaza fosfoglicerynianowa, ATP-azy, enolazy), a także czynniki translacyjne (m.in. eIF4, eEF1) [21,26]. Po zewnętrznej stronie egzosomów usytuowane są także łań-cuchy cukrowe, tj. mannoza, polilaktozamina, kwas sjalowy oraz N-glikany [32].

				Na ładunek egzosomów składa się również ważny ele-ment z punktu widzenia funkcjonowania komórek, czy-li materiał genetyczny. W pęcherzykach egzosomalnych obecne są zarówno cząsteczki kwasu deoksyrybonukleino-wego (DNA), jak i kwasu rybonukleinowego (RNA), w tym głównie mRNA oraz mikroRNA (miRNA) [19]. Transkrypt przeniesiony do komórki docelowej może w niej ulegać 
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				ekspresji, z kolei miRNA odgrywa ważną rolę w regulacji ekspresji wielu genów. W składzie egzosomów w mniejszej ilości znajdziemy także niekodujące RNA (m.in. saRNA, piRNA, snoRNA), transportowe RNA (tRNA) oraz ryboso-malne RNA (rRNA) [18]. Dosyć duża powtarzalność składu białkowego większości egzosomów wskazuje, że sposób ich powstawania nie opiera się na przypadkowym uwalnianiu z powierzchni błony komórek, lecz jest ściśle ukierunkowa-ny [23]. Dodatkowo fakt, że powierzchnia egzosomów nie jest całkowitym odzwierciedleniem błony komórki macie-rzystej również potwierdza to założenie. Dzięki temu wie-my już, że struktury te nie są jedynie błonowymi „resztka-mi”, lecz odgrywają kluczową rolę w wielu istotnych proce-sach biologicznych.

				Egzosomom przypisuje się dużą rolę w procesach zacho-dzących na poziomie komórkowym. Jedną z podstawowych funkcji egzosomów jest komunikacja międzykomórkowa, zarówno na niewielkie, jak i duże odległości przy udziale różnorodnych płynów ustrojowych. Przenoszenie sygnału biologicznego przez egzosomy stanowi nową formę trans-portu w układach wielokomórkowych, co jest niezwykle istotne dla rozwoju organizmów wyższych. Ponadto pęche-rzyki te biorą udział w procesach tj. koagulacja, prezento-wanie antygenów, „zarządzanie” resztkami komórkowymi, ale także angiogeneza, proliferacja, starzenie się komórek, apoptoza, różnicowanie, przenoszenie sygnałów immuno-logicznych [19]. Wpływ egzosomów na wyżej wymienio-ne procesy widoczny jest niemal we wszystkich tkankach organizmów żywych, co potwierdza ogromny potencjał funkcjonalny tych struktur. Co ciekawe, ostatnie doniesie-nia wskazują, że egzosomy pełnią również istotną funkcję w układzie rozrodczym. Mogą one oddziaływać na gamety żeńskie i męskie, przez co wpływają na proces zapłodnie-

			

		

		
			
				nia, implantację zarodka, a nawet na przebieg ciąży mo-dulując odpowiedź immunologiczną matki [16,33]. Jednak oprócz oddziaływania egzosomów na procesy fizjologicz-ne, zauważono również dużą ich aktywność w procesach patologicznych, m.in. w chorobach neurodegeneracyjnych, nowotworach czy AIDS [34-36].

				FUNKCJA EGZOSOMÓW W PĘCHERZYKU JAJNIKOWYM

				W literaturze naukowej pojawiają się coraz częściej do-niesienia na temat obecności egzosomów w dotychczas nieprzebadanych pod tym kątem płynach ustrojowych. In-teresującym materiałem okazał się być także płyn pęcherzy-kowy, zarówno ludzi i zwierząt. Po raz pierwszy egzosomy zostały wyizolowane i scharakteryzowane przez da Silveira i in. [24] u klaczy w 2012 roku. Wykryto w nich materiał genetyczny w postaci miRNA, który dalej został opisany pod względem funkcji jakie może pełnić w komórkach pę-cherzyka jajnikowego [37]. U bydła jako pierwsi egzosomy wyizolowali Sohel i in. [38], wykazując przy tym, podobnie jak u klaczy, że przenoszą one miRNA. Egzosomy w płynie pęcherzykowym świni zidentyfikowano w 2017 roku [39]. W tym samym roku Keningsberg i in. [40] opublikowali protokół izolacji egzosomów, w którym po raz pierwszy wprowadzili termin „folikulosom” (ang. folliculosome) dla określenia egzosomów pochodzących z płynu pęcherzyko-wego, co podkreśla specyficzne pochodzenie wyizolowa-nych struktur. Odkrycie egzosomów u zwierząt skłoniło naukowców także do badań nad ludzkimi pęcherzykami jajnikowymi [42,43,47]. W Tabeli 1 przedstawiono chrono-logicznie przykłady modeli doświadczalnych, u których izolowano egzosomy z płynu pęcherzykowego z uwzględ-nieniem pełnionych przez nie funkcji oraz metody izolacji.

			

		

		
			
				Tabela 1. Przykłady funkcji egzosomów wizolowanych z płynu pęcherzykowego ssaków.

				
					Model doświadczalny

				

				
					Metoda izolacji

				

				
					Funkcja egzosomów

				

				
					Piśmiennictwo

				

				
					Klacz

				

				
					ExoQuick

				

				
					Transport białek i miRNA, regulacja funkcji komórek ziarnistych i jakości oocytu

				

				
					[24]

				

				
					Bydło

				

				
					ExoQuick

					Ultrawirowanie różnicujące

				

				
					Transport miRNA, regulacja dojrzewania pęcherzyka jajnikowego i wzrostu oocytu

				

				
					[38]

				

				
					Klacz

				

				
					ExoQuick

					Ultrawirowanie różnicujące

				

				
					Regulacja dojrzewania pęcherzyka jajnikowego poprzez wpływ na szlak sygnalizacyjny TGFβ/BMP w komórkach ziarnistych

				

				
					[41]

				

				
					Człowiek

				

				
					Ultrawirowanie różnicujące

				

				
					Transport miRNA i wpływ na płodność

				

				
					[42]

				

				
					Człowiek

				

				
					Ultrawirowanie różnicujące

				

				
					Transport miRNA, regulacja wzrostu pęcherzyka jajnikowego i dojrzewania ooctu

				

				
					[43]

				

				
					Klacz

				

				
					ExoQuick

				

				
					Transport miRNA i wpływ na rozwój pęcherzyka antralnego

				

				
					[37]

				

				
					Klacz

				

				
					ExoQuick

				

				
					Transport miRNA i wpływ na dojrzewanie pęcherzyków jajnikowych poprzez regulację ekspresji czynników należących do nadrodziny TGFβ

				

				
					[44]

				

				
					Bydło

				

				
					Ultrawirowanie różnicujące

				

				
					Transport miRNA, rola zależna od stadium rozwoju pęcherzyka jajnikowego

				

				
					[45]

				

				
					Świnia

				

				
					Total Exosome Isolation Reagent

				

				
					Rola w ekspansji wzgórka jajonośnego

				

				
					[39]

				

				
					Świnia

				

				
					Total Exosome Isolation Reagent

				

				
					Funkcja zależna od stadium rozwoju pęcherzyka jajnikowego

				

				
					[46]

				

				
					Człowiek

				

				
					Total Exosome Isolation Reagent

				

				
					Transport circRNA, rola w patogenezie zespołu policystycznych jajników

				

				
					[47]

				

			

		

		
			[image: ]
		

		
			[image: ]
		

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

			

		

		
			
				Kluczowym elementem w analizie egzosomów jest wy-bór odpowiedniej metody ich izolacji uwzględniającej nie-zbędne parametry tego procesu [3]. Najczęściej wybieraną metodą izolacji egzosomów z płynu pęcherzykowego są komercyjne zestawy do precypitacji EVs, charakteryzujące się krótką procedurą oraz nie wymagające użycia ultrawi-rówki. Są to zestawy ExoQuick™ (System Biosciences) oraz Total Exosome Isolation Reagent™ (ThermoFisher Scien-tiﬁc) [40]. Oprócz łatwej procedury izolacji, zestawy te mają także inne zalety m.in. zdolność do wytrącania egzosomów przy neutralnym pH oraz wysokich stężeniach jonów [48]. Ze względu na aspekt ekonomiczny, oprócz komercyjnych zestawów stosuje się również ultrawirowanie, wirowanie w gradiencie gęstości, metody chromatograficzne (np. chro-matografia wykluczenia SEC, chromatografia powinowac-twa) oraz metody immunologiczne (np. kulki magnetyczne opłaszczone przeciwciałami) [3,40]. Biorąc pod uwagę ob-jętość płynu pęcherzykowego w pojedynczym pęcherzyku antralnym (u ludzi około 100 µl), istnieją pewne ogranicze-nia w procesie izolacji. W tej małej objętości płynu pęche-rzykowego znajduje się wiele białek m.in. immunoglobuli-ny czy albuminy, które mogą maskować EVs w dalszych etapach analizy. Ponadto w przypadku metody wykorzy-stującej ultrawirowanie w wysokich prędkościach możliwa jest degradacja struktury EVs, co jest zjawiskiem niepożą-danym [3]. Natomiast przy komercyjnych zestawach zdarza się, że zastosowane odczynniki chemiczne zakłócają dalsze analizy jakościowe lub ilościowe egzosomów. Mimo tego, zestawy oparte na precypitacji glikolem polietylenowym są wciąż najczęściej stosowaną metodą pozyskiwania egzoso-mów. Należy również pamiętać, że nie wszystkie metody odpowiednie do izolacji egzosomów z medium hodowla-nego nadają się do ich izolacji z płynów ustrojowych. Za-wierają one więcej składników białkowych i komórkowych zanieczyszczeń, które można wyeliminować z próbki wpro-wadzając dodatkowe etapy podczas izolacji, np. proces fil-tracji [3,40].

				Istnieje wiele hipotez dotyczących zaangażowania egzo-somów zarówno w fizjologiczne, jak i patologiczne procesy zachodzące w jajniku, jednak większość z nich wciąż czeka na potwierdzenie. Wśród najczęściej opisywanych funk-cji egzosomów wymienia się te związane z transportem miRNA. Ważnym aspektem jest również obecność innych funkcjonalnych komponentów m.in. niekodującego RNA (ncRNA), mitochondrialnego DNA (mtDNA) oraz białek [4]. Elementem białkowego składu egzosomów są cytokiny, które znane są ze zdolności do pełnienia funkcji regulującej proces proliferacji i różnicowania komórek w pęcherzyku jajnikowym, atrezji pęcherzyka oraz dojrzewania oocytu [49]. Innym przykładem białkowych komponentów egzo-somalnych są białka z rodziny Wnt, zaangażowane w ko-mórkowe szlaki sygnalizacyjne. Receptory dla tych białek ulegają ekspresji na określonych etapach rozwoju pęcherzy-ka jajnikowego oraz podczas luteinizacji [4,50]. Zbadanie mechanizmów funkcjonowania tych szlaków w kontekście działania egzosomów wydaje się być niezbędne do lepsze-go zrozumienia procesu folikulogenezy.

				Egzosomy są również przedmiotem badań w kontekście ekspresji genów odpowiedzialnych za dojrzewanie oocytu. 

			

		

		
			
				U klaczy dowiedziono, że egzosomy wpływają na ekspresję genów TGFβ i BMP15 [44]. Najnowsze doniesienia wskazu-ją, że ich ekspresja zmienia się w różnych warunkach śro-dowiska. Naukowcy badali wpływ szoku cieplnego u krów na dojrzewanie oocytów in vitro. Geny odpowiedzialne za jakość oocytu (m.in. BMP15, GDF9) wykazywały mniejszą ekspresję w warunkach temperaturowo neutralnych w sto-sunku do tych, które zostały narażone szok cieplny [51]. Ponadto inne badania wykazały, że egzosomy regulują doj-rzewanie oocytu w zależności od poziomu ekspresji miR-NA [38]. Następnie Hung i in. [52] wskazali, że folikulosom pęcherzyków antralnych u bydła wpływa na ekspansję ko-mórek kompleksu COC. Ten sam zespół wykazał na mo-delu bydlęcym, że egzosomalne miRNA mogą modulować ekspresję genów zaangażowanych w ten proces, który jest kluczowy dla prawidłowej owulacji. Sugeruje to obecność nowego mechanizmu regulującego ekspansję COCs, który może wpływać na utrzymanie płodności przez samice [53].

				Wiele badań naukowych poświęconych jest tematyce eg-zosomalnego miRNA i to właśnie jego działanie opisywane jest najczęściej w odniesieniu do egzosomów. Santonocito i in. [43] wykazali, że folikulosom ludzi zawiera różne ro-dzaje miRNA (np. miR-99a, miR-100, miR-132), które mogą regulować szlaki biologiczne krytyczne dla rozwoju i doj-rzewania oocytu. Istnieje wiele hipotez, w których egzoso-malne miRNA odgrywa kluczową rolę w folikulogenezie. Jednym z przykładów jest wpływ miRNA folikulosomu na aktywację szlaku PI3K w komórkach ziarnistych i oocycie, odpowiedzialnego za dojrzewanie pęcherzyków jajniko-wych.

				Obecność EVs wykazano w płynach pochodzących z żeńskiego (pęcherzyk jajnikowy, macica, jajowód) oraz męskiego (najądrze, prostata) układu rozrodczego [54-56]. Oprócz wyżej wymienionych fizjologicznych funkcji eg-zosomów, w literaturze opisano również ich znaczenie w stanach patologicznych organizmu. Campoy i in. [57] wy-izolowali frakcję egzosomów pochodzącą z płynu macicz-nego kobiet z łagodnymi schorzeniami ginekologicznymi. Ponadto Sang i in. [58] izolowali pęcherzyki różnych klas z płynu pęcherzykowego kobiet z zespołem policystycznych jajników (PCOS, ang. polycystic ovarian syndrome). Najnow-sze badania przeprowadzone na grupie pacjentek z PCOS dowiodły obecności w płynie pęcherzykowym zestawu kolistych RNA (circRNA, ang. circular RNA) pochodzenia egzosomalnego, z których większość zaangażowana była w procesy występujące w patogenezie PCOS tj. infekcje bakte-ryjne, stres oksydacyjny czy autofagia. Badania te są podwa-liną do dalszych analiz dotyczących roli tych cząsteczek w patogenezie PCOS [47]. Najnowsze prace odnoszą się także do roli egzosomów jako potencjalnych biomarkerów nowo-tworu jajnika. W EVs izolowanych z surowicy krwi kobiet z nowotworem jajnika obserwowano wysoką ekspresję miR-21, miR-141, miR-200 i miR-214 [59]. U tych pacjentek anali-zowano także obecność egzosomów w moczu i wykazano w nich podwyższony poziom miR-30a-5p, który korelował ze stadium rozwoju nowotworu [60]. Dowiedziono, że EVs są również nośnikami białka CA125, markera nowotworu jaj-nika, a jego poziom jest wyższy w EVs niż w surowicy krwi we wczesnym stadium nowotworu. Sugeruje się, że drugim ważnym białkiem diagnostycznym transportowanym przez 
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				EVs może być klaudyna 4, gdyż jej ekspresja pozytywnie koreluje ze stadium rozwoju nowotworu [61]. Najnowsze prace wskazują, że oprócz miRNA i białek, także inne mo-lekuły egzosomalne (np. fosfatydyloseryna) mogą być obie-cującymi markerami wykorzystywanymi w diagnostyce nowotworu jajnika [61]. Wymaga to jednak dalszych badań.

				Analizy folikulosomu prowadzone przez naukowców na przestrzeni ostatnich lat wskazują, że dziedzina ta dopiero zaczyna się rozwijać. Skupiają się one głównie na identy-fikacji egzosomów w płynie pęcherzykowym oraz bada-niu transportowanego przez nie materiału biologicznego. Szczegółowa analiza ładunku molekularnego jaki przeno-szą dostarcza informacji o mechanizmie ich powstawania w pęcherzyku jajnikowym, a także pozwala przewidzieć potencjalny efekt ich działania. Ponadto egzosomy mogły-by zostać wykorzystane jako swoiste biomarkery do mo-nitorowania jakości oocytów m.in. podczas zapłodnienia pozaustrojowego (IVF, ang. in vitro fertilization) u ludzi i zwierząt gospodarskich [4]. Oprócz tego warto zaznaczyć, że pęcherzyk jajnikowy jest bardzo dobrym modelem do badań egzosomów oraz mechanizmów zaangażowanych w ich transport. Stanowi on bowiem mały, zamknięty system, w którym łatwo wskazać komórki, z których EVs mogą się uwalniać i wbudowywać w sąsiednie tkanki [4]. W związku z tym konieczne jest dalsze badanie folikulosomu, co znaj-duje też swoje potwierdzenie we wzrastającej liczbie arty-kułów 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-lved 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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Egzosomy jako nowy element komunikacji w pecherzyku jajnikowym ssakéw

STRESZCZENIE

echerzyk jajnikowy wraz z wypelniajacym go plynem pecherzykowym tworzy optymal-

ne érodowisko do wzrostu oraz dojrzewania oocytu. Plyn pecherzykowy zawiera wiele
aktywnych biologicznie czasteczek, ktbre reguluja funkeje oocytu i komérek somatycznych
pecherzyka jajnikowego. Ostatnie doniesienia naukowe dowodza obecnosci egzosoméw w
plynie pecherzykowym ludzi i zwierzat. Te nanometrowe, kuliste struktury, otoczone dwu-
warstwg lipidow niosa aktywny ladunek biologiczny w postaci bialek, lipidéw, cukréw
oraz materialu genetycznego. Dzieki zdolnoéci do biernej migracji w plynach ustrojowych,
egzosomy przemieszczaja sie na znaczne odleglosci w organizmie i moduluja funkje ko-
morek docelowych. Znaczenie egzosoméw w pecherzyku jajnikowym nie zostalo weigz do
Kofica poznane. Dotychczasowe badania sugeruja ich role komunikacyjna oraz wplyw na
procesy fizjologiczne i patologiczne w jajniku. Badania nad egzosomami plynu pecherzy-
Kkowego daja mozliwos¢ dokladniejszego poznania proceséw, w ktére sa one zaangazowane
w pecherzyku jajnikowym. Ponadto potencjalne kliniczne zastosowanie egzosoméw, np. w
leczeniu i diagnostyce chordb zefiskiego ukladu rozrodezego, sklania naukoweéw do dal-
szych badas.

WPROWADZENIE

Plyn pecherzykowy stanowi niezbedne mikrostodowisko dla rozwijajacego
sie oocytu. Zawiera on bogaty zestaw skladnikéw, ktére pelnia funkde odzyw-
cz4 oraz zapewniaja komunikacje pomiedzy komorkami pecherzyka jajnikowe-
go i kompleksem wzgérka jajonoénego z oocytem (COC, ang. cumulus-oophorus
complex) [1]. W ostatnich latach w plynie pecherzykowym zidentyfikowano ku-
liste nanostruktury otoczone dwuwarstwowa blona lipidowa, nazywane egzo-
somami. Dzigki obecnosci bioaktywnych skladnikéw w swoim wnetrzu (bialka,
lipidy, material genetyczny) oraz zdolnosci do krazenia w plynach ustrojowych,
pelnia one glownie funkcje komunikacyjna i sa odpowiedzialne za przekazywa-
nie informacji miedzy roznymi typami komerek. Moga one takze whudowywac
sie w zespoly komorek modulujac przy tym ich funkdje, zarowno w procesach
fizjologicznych i patologicznych [2]. Ogromny potencjal egzosoméw w aspek-
cie biologicznym, diagnostycznym i terapeutycznym skladnia naukowcow do
nieustannych badari nad tymi strukturami. Jest to dosé utrudnione ze wzgle-
du na ich maly rozmiar oraz brak optymalnej metody izoladji [3]. Na przelomie
ostatnich kilku lat egzosomy zidentyfikowano w plynie pecherzykowym ludzi
innych ssakéw [4]. Potwierdzenie ich obecnosci w pecherzykach jajnikowych
oraz analiza przenoszonego przez nie ladunku molekularnego moze mie¢ zna-
czenie dla glebszego poznania mechanizméw regulujacych funkde pecherzyka
jajnikowego

BUDOWA PECHERZYKA JAJNIKOWEGO

Pecherzyki jajnikowe, powstajace i dojrzewajace w jajniku w procesie foliku-
logenezy, stanowia rezerwuar rozrodczy samicy. Ich glownym zadaniem jest
produkgja komérek jajowych zdolnych do zaplodnienia. Rozwdj pecherzykéw
Tozpoczyna sie od stadium pecherzyka pierwotnego, ktory nastepnie przeksztal-
ca sie w pecherzyk pierwszo-, drugo- i trzeciorzedowy, koriczac dojizewanie na
etapie pecherzyka przedowulacyjnego (pecherzyka Graafa). Od momentu wi
Scia w stadium trzeciorzedowe, pecherzyki jajnikowe nazywamy antralnymi, ze
wzgledu na obecnosé w nich jamki (antrum) wypelnionej plynem pecherzyko-
wym. Plyn ten stanowi niezbedne srodowisko odzywcze dla znajdujacego sie
wewnatrz oocytu [5]. Najbardziej zewnetrzng warstwe pecherzyka antralnego
stanowi oslonka zewnetrzna, zbudowana z komorek migsni gladkich, fibrobla-
stow, wlokien kolagenowych i naczyi krwionosnych. Kolejna warstwe tworzy
oslonka wewnetrzna, ktéra oprocz komorek steroidogennych zawiera takze ko-
mérki zrebu lacznotkankowego i naczynia krwionoéne. Dalej usytuowana jest
blona podstawna, bedaca bariera migdzy krwia a wnetrzem pecherzyka. Gra-
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