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WSTEP

Wzrost stezenia wolnych jonéw wapnia w cyto-

Streszczenie

Whikniecie plemnika do oocytu wywotuje trwajace kilka godzin oscylacje cytoplazma-
tycznego stezenia wolnych jonéw wapnia ([Ca?*]). Oscylacje te inicjujg i organizujg w cza-
sie szereg procesow kluczowych dla aktywacji rozwoju zarodkowego. Jednym z czyn-
nikéw, ktére moga zaburzy¢ homeostaze jonéw Ca?* w oocycie, jest proces starzenia.
W wypadku oocytéw wyrdzniamy dwa typy starzenia: starzenie poowulacyjne polega na
nadmiernym wydtuzeniu okresu miedzy owulacjg a zaptodnieniem, natomiast starzenie
matczyne zwigzane jest z wiekiem samicy. W niniejszej pracy przedstawimy pokrétce mo-
lekularny mechanizm odpowiedzialny za powstawanie oscylacji [Ca®*], w zaptodnionym
oocycie oraz funkcje, jakie te oscylacje petnig w komérce. Oméwimy takze doktadnie
wplyw procesu starzenia poowulacyjnego i matczynego na regulacje homeostazy Ca2*
oraz przebieg oscylacji [Ca?*]. Zagadnienie to jest szczegdlnie istotne w kontekscie me-
dycyny reprodukcyjnej, gdyz zaréwno starzenie poowulacyjne, jak i matczyne, negatyw-
nie wptywa na jako$¢ oocytdw, a co za tym idzie na ptodno$¢ kobiet i efektywnos$é technik
wspomaganego rozrodu.

Summary

A fertilizing sperm triggers oscillations of the intracytoplasmic concentration of free cal-
cium ions ([Ca?*]) in the oocyte. [Ca?*], oscillations last for a few hours and are involved
in initiation and temporal organization of several processes crucial for the activation of em-
bryonic development. One of the factors that can distort the Ca?* homeostasis in oocytes
is aging. We can distinguish two types of oocyte aging: postovulatory aging occurs when
the interval between ovulation and fertilization is excessively extended, whereas maternal
aging is connected with advanced reproductive age of the female. In this paper, we briefly
describe the molecular mechanism underlying generation of [Ca?*], oscillations in a ferti-
lized oocyte and present their functions in the embryo. Moreover, we thoroughly discuss
the influence of postovulatory and maternal aging on Ca?* homeostasis and a pattern
of [Ca?*], oscillations. The issue raised in this review is particularly important in the context
of reproductive medicine, as both postovulatory and maternal aging affects the quality of
oocytes and, consequently, the fertility of females and effectiveness of assisted reproduc-
tive technology procedures.

kéw w procesie pobudzenia zaptodnionego oocytu
do rozwoju. Plemnik wnosi do cytoplazmy oocytu en-

plazmie ([Ca**]) jest uniwersalnym i powszechnym
sposobem przekazywania sygnatu w komoérkach eu-
kariotycznych, gdzie uczestniczy w regulacji proce-
sOw, takich jak egzocytoza, apoptoza, funkcjonowa-
nie mitochondridw czy kurczliwosé cytoszkieletu (1).
Szczegolnie ciekawy przyktad wykorzystania wzro-
stu [Ca**], do przekazywania sygnatu wystepuije u ssa-

zym fosfolipaze C zeta, wywotujgcy w oocycie oscyla-
cje [Ca?*],(2). W zaleznoéci od gatunku ssakow [Ca?*],
wzrasta w zaptodnionym oocycie cyklicznie co 10-60
minut, inicjujac procesy, takie jak wznowienie i ukon-
czenie mejozy (oocyty sg zaptadniane w stadium me-
tafazy Il podziatu mejotycznego), wytworzenie bloku
przeciwko polispermii, intensyfikacja produkcji ATP
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czy dalszy rozwdj zarodka (3, 4). Na przebieg oscy-
lacji [Ca®*], moze wptywaé starzenie oocytu — poowu-
lacyjne (polegajace na wydtuzaniu odstepu miedzy
owulacja a zaptodnieniem) lub matczyne (zwigzane
z wiekiem samicy). W niniejszej pracy przedstawimy
aktualne informacje dotyczgce mechanizmu i roli oscy-
lacji [Ca**], w oocytach, a takze wptywu starzenia na
ich przebieg.

MOLEKULARNY MECHANIZM OSCYLACJI [Ca?*],

Wprowadzona do oocytu przez plemnik fosfoli-
paza C zeta hydrolizuje 4,5-bisfosforan fosfatydy-
loinozytolu (PIP,) do diacyloglicerolu (DAG) oraz
1,4,5-trisfosforanu inozytolu (IP,). IP, przytacza sie
do umiejscowionych na powierzchni retikulum endo-
plazmatycznego (ER) receptoréw, ktére petnig funk-
cie kanatéw Ca?*. W komoérkach ssakéw wystepuijg
trzy rézne izoformy receptora IP,, jednak w oocytach
wystepuje przede wszystkim receptor typu pierwsze-
go (IP,R1) (5). Zwigzanie sie IP, z receptorem IP,R1 pro-
wadzi do otwarcia kanatu Ca?* i uwolnienia jonéw Ca?*
ze $wiatta cystern ER do cytoplazmy. Gdy [Ca®*], wzra-
sta powyzej pewnego poziomu, dochodzi do inhibicji
IP,R1 i aktywacji ATP-zaleznej pompy Ca** SERCA, co
prowadzi do wychwytu Ca?* z cytoplazmy z powrotem
do ER. Gdy [Ca**], spada, dochodzi do inhibicji SERCA,
aktywacji IP,R1 i ponownego wyrzutu jonéw Ca?* do
cytoplazmy (3). Badania na oocytach ptazéw (mode-
lowym zwierzeciem jest tu zaba szponiasta, Xenopus
laevis) oraz na komérkach somatycznych wykazaty, ze
wazng funkcje w regulacji aktywnosci SERCA i IP,R1
petnig biatka $wiatta ER. Przyktadowo, kalretikulina
umozliwia zwigzanie w poblizu pompy SERCA oksy-
doreduktazy ERp57, ktéra to z kolei w odpowiedzi na
wysokie stezenie jonéw Ca?*w cysternach ER katalizu-
je zmiane konformac;ji i inhibicje SERCA (6, 7). Innym
biatkiem hamujgcym czynno$¢ SERCA, gdy ER jest
wypetnione jonami Ca?*, jest kalneksyna (8). Z kolei
biatko ERp44 oddziatuje z receptorem IP,R1 i hamuje
jego aktywno$é, gdy stezenie jonéw Ca?* w ER spada,
uniemozliwiajgc wyptyw wszystkich jonéw Ca?+ z ER
do cytoplazmy (ryc. 1) (9).

Aby oscylacje [Ca®*], mogty trwac przez odpowied-
nio dtugi czas, niezbedny jest takze naptyw Ca?* do
oocytu ze srodowiska zewnetrznego. Naptyw ten jest
regulowany poprzez mechanizm SOCE (ang. store-
-operated calcium entry), aktywowany, gdy dochodzi
do opréznienia wewngtrzkomérkowych magazynéw
ER (1). Jego kluczowym elementem w oocytach jest
biatko STIM1, zlokalizowane w btonie ER i bedace
sensorem stezenia Ca?* w $wietle ER. Pod wptywem
opréznienia ER z Ca?* STIM1 aktywuje kanaty Ca?*
obecne w bionie komérkowej oocytu, w tym kanat
ORAI1, i umozliwia naptyw jonéw Ca2* ze $rodowiska
zewnetrznego (ryc. 1) (10-12).

U ssakéw wywotane zaptodnieniem oscylacje [Ca®*],
utrzymuija sie przez kilka- kilkanascie godzin. U myszy
zaczynajg sie one po 1-2 minutach od momentu fuzji
bton oocytu i plemnika i trwajg 3-5 godzin, do momen-
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Ryc. 1. Mechanizm generowania oscylacji [Ca?*], w oocytach ssakow
Plemnik wprowadza do cytoplazmy oocytu fosfolipaze C zeta (PLCze-
ta), ktéra hydrolizuje PIP, do DAG i IP,. IP, wigZe sie z receptorem
IP_R1, petniacym tez funkcje kanatu Ca®*, umozliwiajac wyptyw jo-
néw Ca?* ze $wiatta retikulum endoplazmatycznego (ER)do cytopla-
zmy. W tym samym czasie aktywno$¢ pompy SERCA jest hamowa-
na przez kalneksyne, kalretikuline i ERp57. Gdy stezenie jonéw Ca?*
w cytoplazmie oocytu wzrasta, a w $wietle ER maleje, aktywno$c
IP,R1 zostaje zahamowana m.in. przez interakcje z ERp44. Biatka
kalneksyna, kalretikulina i ERp57 odtaczajg sie od SERCA, aktywu-
jac pompe i umozliwiajgc powrét jonéw Ca?* z powrotem do $wiatta
ER. Dodatkowo opréznienie ER z jonéw Ca?* aktywuje naptyw Caz*
ze $rodowiska zewnetrznego do komorki. Proces ten jest regulowa-
ny przez biatko STIM1 aktywujace btonowy kanat wapniowy ORAI1.
Cyklicznie powtarzajacy sie wyptyw jondw Ca?* do cytoplazmy i ich
powr6t do Swiatta ER tworzy oscylacje [Ca?*], aktywujace rozwoj za-
rodkowy ssakow.

tu rozpoczecia interfazy pierwszego cyklu zarodkowe-
go, czyli wytworzenia przedjadrzy (jader interfazowych
zygoty) (13, 14). Gtdwnym mechanizmem wygaszania
oscylacji [Ca**], jest sekwestracja fosfolipazy C zeta
przez przedjadrza (15, 16). W interfazie dochodzi tez
do defosforylacji IP,R1, hamujgcej czynnosc¢ receptora
i sprzyjajacej zanikowi oscylacji [Ca**]. (17). Co wie-
cej, pod wptywem wigzania IP, receptory IP,R1 ulegajg
z czasem ubikwitynacji i degradaciji (18).

FUNKCJE OSCYLACJI [Ca**],

W zaptodnionym oocycie oscylacje [Ca**]; inicjuja
wiele proceséw komorkowych. Wywotanie kazdego
z nich wymaga, by [Ca*!] byto podniesione przez
odpowiednio dtugi czas, to znaczy by doszto do od-
powiedniej liczby wyrzutéw Ca2*. Do wznowienia
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Il podziatu mejotycznego wystarczy nawet pojedyn-
czy wyrzut Ca?*, ale do jego poprawnego ukoncze-
nia i inicjacji interfazy pierwszego cyklu zarodkowego
potrzeba dtuzszych oscylacji [Ca**]. Powtarzajace sig
wyrzuty Ca?* sg tez konieczne do ustanowienia bloku
przeciwko polispermii, rozpoczecia rekrutacji matczy-
nego mRNA i syntezy nowych biatek, potrzebnych do
aktywacji genomu zarodkowego (19).

Do ukonczenia mejozy w oocytach niezbedne jest
obnizenie aktywnos$ci dwdch czynnikéw: kompleksu
MPF (ang. M-phase promoting factor), sktadajgcego
sie z cykliny B1 i kinazy CDK1 (ang. cyclin-dependent
kinase 1), oraz kinazy MAP (4).Wzrost [Ca**], aktywu-
je kinaze biatkowa CaMKIl (ang. Ca?*/calmodulin- de-
pendent kinase 1) (20). Aktywna CaMKIl wraz z kinazg
PLK1fosforyluje biatko EMI2, bedace inhibitorem biat-
ka CDC20 niezbednego do aktywacji kompleksu ini-
cjujacego anafaze APC/C (ang. anaphase promoting
complex/cyclosome). Ufosforylowane EMI2 zostaje
skierowane do degradaciji, uwalniajac tym samym biat-
ko CDC20 i aktywujac APC/C. Aktywacja APC/C, pet-
nigcego w komorce funkcje ligazy ubikwityny, umozli-
wia degradacje cykliny B1, prowadzgc tym samym do
spadku aktywnosci MPF, oraz sekuryny, pozwalajac na
rozdziat chromatyd (21-23). CaMKIl aktywuje tez kina-
ze WEE1B, ktoéra fosforylujac kinaze CDK1, dodatko-
WO przyczynia sie inaktywacji MPF (24). Po pewnym
czasie (w mysich zygotach po 2 godzinach od rozpo-
czecia oscylacji) skutkuje to obnizeniem aktywnosci
kinazy MAP (25).

Niektore badania sugerujg jednak mniej bezposred-
ni udziat jonéw Ca?* w aktywacji rozwoju zarodka,
wykazujac, ze rola wyrzutéw Ca?* polega gtéwnie na
inicjowaniu egzocytozy jonéw cynku (26). Obnizenie
stezenia jonéw cynku w oocycie wystarcza do prawi-
dtowej i catkowitej aktywacji oocytu, nawet przy bra-
ku oscylacji [Ca?*], (27). Aby zatem w petni wyjasni¢
mechanizm tgczacy oscylacje [Ca®*], ze wznowieniem
mejozy i rozpoczeciem interfazy pierwszego cyklu ko-
mérkowego zarodka, potrzeba dalszych badan.

Oscylacje [Ca**], prowadzg takze do powstania
bloku przeciwko polispermii, indukujac tzw. reakcje
korowa, czyli egzocytoze zawartosci ziaren korowych
do przestrzeni okotozéttkowej otaczajacej oocyt. Ziar-
na korowe wywodzg sie z cystern aparatu Golgiego
i sg zlokalizowane w warstwie kortykalnej cytopla-
zmy oocytu. Zawarte w nich enzymy, m.in. glikozyla-
zy i proteazy, modyfikuja ostonke przejrzysta, czynigc
ja nieprzenikalng dla plemnikéw (28). Cho¢ doktadny
mechanizm tgczacy wzrost [Ca**] i reakcje korowa
nie jest doktadnie poznany, wydaje sie, ze podwyz-
szone [Ca®'], umozliwia reorganizacje cytoszkieletu
w warstwie kortykalnej oocytu i przesuniecie sie ziaren
korowych pod btone komérki. Ca?+ wraz z DAG po-
wstatym w czasie hydrolizy PIP, aktywuje na przyktad
konwencjonalne kinazy biatkowe C (ang. conventional
protein kinase C — cPKC), ktére reguluja strukture cy-
toszkieletu oocytu poprzez oddziatywanie z biatkami
MARCKS (29, 30). Wzrost [Ca**], aktywuje tez kinaze

lekkich tancuchoéw miozyny (ang. myosin light chain
kinase — MLCK), co pobudza aktywno$¢ miozyny i naj-
prawdopodobniej umozliwia przesuwanie sie ziaren
korowych w poblize btony komoérkowej wzdtuz filamen-
téw aktynowych (31).

Wywotane wniknigciem plemnika oscylacje [Ca®*],
przenoszg sie réwniez na teren mitochondriéw, stymu-
lujgc aktywno$¢ tych organelli. W czasie wzrostu [Ca?*],
dochodzi najpierw do redukcji NAD* oraz flawoprote-
in, a nastepnie do ich utlenienia w tancuchu oddecho-
wym, co pobudza produkcje ATP (32, 33). W czasie za-
ptodnienia poziom ATP w komdrce wzrasta znaczaco
juz w czasie pierwszego wyrzutu Ca?*. Kolejny wzrost
poziomu ATP nastepuje po ok. godzinie od zaptodnie-
nia. Po zakonczeniu oscylacji [Ca®*],ilos¢ ATP wraca
do poziomu wyjsciowego (32, 33). ATP wykorzystywa-
ne jest do napedzania proceséw komorkowych zacho-
dzacych w nowo powstatym zarodku, a takze do pod-
trzymania oscylacji [Ca**], np. poprzez umozliwienie
funkcjonowania pompy SERCA (34).

Wywotany zaptodnieniem wzrost [Ca®*], reguluje
rowniez translacje mRNA zgromadzonych w oocycie
w czasie oogenezy, co z kolei warunkuje aktywacje ge-
nomu zarodkowego (35, 36). Cho¢ doktadny mecha-
nizm tego procesu nie jest jeszcze poznany, wydaje
sie, ze moze by¢ w niego zaangazowana kinaza CaM-
Kll i fosforylowane przez nig biatka CPEB (ang. cyto-
plasmic poliadenylation element binding protein) regu-
lujgce translacje (37).

Liczba wyrzutéw Ca?* i ich sumaryczny czas trwania
w czasie aktywacji oocytu wptywajg tez na pdzniejszy
rozwoj zarodkow. Wzor ekspresji genéw w zarodkach
w stadium blastocysty, czyli tuz przed implantacja,
w ktérych eksperymentalnie wygaszono lub zintensy-
fikowano oscylacje [Ca®*], wkrotce po zaptodnieniu,
jest inny niz w zarodkach kontrolnych. W pierwszym
wypadku (wygaszenie oscylacji [Ca**]) odmiennej
ekspresji ulegaja geny kodujgce biatka zaangazowa-
ne w powstawanie i obrébke mRNA, cykl komdrkowy,
a takze w adhezje komorek, co moze ttumaczy¢ zabu-
rzenia w implantacji takich zarodkéw (38). W drugim
wypadku (intensyfikacja oscylacji [Ca**]) zarejestro-
wano réznice w poziomie ekspresji genéw reguluja-
cych metabolizm komoérki. Dodatkowo takie zarodki
znacznie stabiej rozwijaty sie po implantacji (38).

Jednym z czynnikéw zaburzajacych przebieg oscy-
lacji [Ca**], i w rezultacie pogarszajacych potencjat
rozwojowy zarodkdéw jest proces starzenia. W wy-
padku oocytdéw wyrézniamy starzenie poowulacyjne,
zwigzane z nadmiernym wydtuzeniem okresu miedzy
owulacjg a zaptodnieniem, oraz starzenie matczyne,
wynikajace z péznego wieku reprodukcyjnego samicy.

WPLYW STARZENIA POOWULACYJNEGO
NA OSCYLACJE [Ca*'],

W naturalnych warunkach oocyty sg zaptadniane
wkrétce po owulacji. U myszy optymalny czas dla za-
ptodnienia trwa do 8-12 godzin po owulacji, natomiast
u cztowieka zaptodnienie powinno wystgpi¢ w czasie
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krétszym niz 24 godziny od owulacji (39, 40). Termi-
nem ,starzenie poowulacyjne” okresla sie wydtuzajacy
sie czas miedzy owulacjg a zaptodnieniem. Czesto do-
chodzi do niego w wyniku stosowania technik wspoma-
ganego rozrodu — czy to przy sztucznym zaptodnieniu
zwierzat hodowlanych, czy przy leczeniu nieptodnosci
u ludzi. Zmiany towarzyszace starzeniu poowulacyj-
nemu negatywnie wptywajg na przebieg zaptodnienia
i dalszy rozwdj zarodka (40). Istnieja tez doniesienia
sugerujace, ze mogg one prowadzi¢ do problemow
zdrowotnych (np. do skrocenia dtugosci zycia, proble-
méw z ptodnoscig i aktywnoscig psycho-motoryczna)
u urodzonych zwierzat, a nawet ich potomstwa (41).

W trakcie starzenia poowulacyjnego dochodzi do
spadku aktywnosci MPF i kinazy MAP w oocytach, co
prowadzi do ich zwiekszonej podatnosci na spontanicz-
ng (bez udziatu plemnika) aktywacje (40, 42). Dodat-
kowo efektywnosé fuzji miedzy oocytem a plemnikiem
zostaje obnizona na skutek zmian w budowie btony ko-
morkowej oraz kortykalnej warstwy cytoszkieletu oocy-
tu (43, 44), a takze przedwczesnej reakcji korowej pro-
wadzgcej do tzw. stwardnienia ostonki przejrzystej (czyli
uczynienia jej nieprzenikalng dla plemnikow) (45).

Starzenie poowulacyjne prowadzi tez do zmian epi-
genetycznych w oocycie, ktére mogg wptywaé nega-
tywnie na potencjat rozwojowy przysztego zarodka.
Zmiany te przejawiaja sie m.in. w demetylacji genéw
podlegajacych piethu genomowemu (imprintingowi)
oraz nadmiernej acetylacji histonéw (46, 47). W pod-
danych starzeniu oocytach obserwuje sie tez niepra-
widtowosci w utozeniu chromosoméw oraz budowie
wrzeciona podziatlowego (40). Niska jako$¢ zarod-
kow uzyskanych z oocytéw poddanych starzeniu po-
owulacyjnemu moze takze wynika¢ ze zwigzanej ze
starzeniem dysfunkcji mitochondriéw: obnizenia ich
potencjatu btonowego, napecznienia matriks i spad-
ku produkcji ATP (48, 49). Powszechnie uwaza sie,
ze jedng z gtébwnych przyczyn zaburzeh proceséw
komérkowych zwigzanych ze starzeniem jest stres
tlenowy wywotany nagromadzeniem sie¢ w komorce
reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species
— ROS) (50). Rzeczywiscie w czasie starzenia poowu-
lacyjnego w warunkach in vitro poziom ROS w oocycie
ro$nie, a maleje stezenie czynnikédw neutralizujgcych
ROS, np. zredukowanej postaci glutationu (49, 51).
Obserwowana jest tez wzmozona peroksydacija lipi-
dow btonowych (52).

Oprocz wymienionych powyzej procesow, starzenie
poowulacyjne wptywa takze znaczaco na homeosta-
ze Ca?* w oocycie. W oocytach poddanych starzeniu
zmniejszona jest ilos¢ jonéw Ca2?* zmagazynowanych
w ER (53). Mniej jest w nich takze mRNA kodujgcego
biatka SERCA2A i STIM1 (Sabat i Ajduk, dane niepubli-
kowane). Ponadto w poddanych starzeniu poowulacyj-
nemu oocytach dochodzi do obnizenia funkcjonalnosci
receptora IP,R1, zwigzanej z jego czesciowg defosfo-
rylacja, zmianami w jego lokalizacji (wiekszym rozpro-
szeniem) oraz spadkiem jego wrazliwosci na IP, (54).
Zmiany te przyczyniajg sie do zaburzenia przebiegu
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oscylacji [Ca**], w zaptodnionych ,starych” oocytach.
Choc bazalne [Ca?*], w oocytach $wiezo owulowanych
i poddanych starzeniu jest taki sam (53), w oocytach
poddanych starzeniu amplituda oscylacji [Ca**] jest
nizsza niz w oocytach zaptodnionych wkrétce po owu-
lacji (55). Co wiecej, zwieksza sie czestotliwos¢ oscyla-
cji, a skraca ich catkowity czas trwania (55, 56) (ryc. 2).
Chociaz czas trwania pojedynczego wyrzutu Ca?* jest
podobny w oocytach ,mtodych” i poddanych starze-
niu, dynamika wyrzutu ulega zmianie: szybko$¢ wzro-
stu [Ca**], i pozniejszego spadku [Ca**], w oocytach
,starych” jest mniejsza niz w oocytach $wiezo owulo-
wanych (55). Moze to by¢ spowodowane mniej efek-
tywnym dziataniem IP,R1 oraz SERCA. Poniewaz
funkcjonowanie SERCA zalezy od ATP, spowolnienie
przepompowywania jonéw Ca?* z cytoplazmy do ER
w oocytach poddanych starzeniu wigze sie najprawdo-
podobniej z typowym dla takich oocytow uszkodzeniem
mitochondridéw przez ROS i spadkiem ilosci ATP.

Oocyty $wiezo owulowane Oocyty poddane starzeniu

poowulacyjnemu

Starzenie
Poowulacyjne

Amplituda wyrzutu Ca* spada
Czestotliwos$é oscylacji [Ca’], roshie
Catkowity czas trwania oscylaciji [Ca™],
ulega skroceniu

Ryc. 2. Wptyw starzenia poowulacyjnego na wzér oscylacji [Ca?*],
w oocytach myszy

Starzenie poowulacyjne prowadzi w zaptodnionych oocytach myszy
do obnizenia amplitudy wyrzutéw Ca?*, zwiekszenia ich czestotliwo-
éci, a takze skrécenia catkowitego czasu ich trwania.

Co ciekawe, w wielu oocytach poddanych starzeniu
poowulacyjnemu wywotane zaptodnieniem oscyla-
cje [Ca®*], zamiast aktywowac rozw¢j zarodka, prowa-
dzg do fragmentacji i $mierci komorki (56). Wydaje sie,
ze jest to spowodowane zwigkszong czestotliwoscig
oscylacji, wywotujacych w komérce podobne skut-
ki co dtugotrwale podwyzszone [Ca®']. Badania na
komérkach somatycznych wskazuja, ze nadmierny
wzrost [Ca**], moze powodowac uwolnienie do cyto-
plazmy cytochromu c, spadek potencjatu btonowego
mitochondriéw i aktywacje kaskady kaspaz, prowa-
dzac do apoptozy komorki (57). Rzeczywiscie w oocy-
tach poddanych starzeniu spada ekspresja antyapop-
totycznego czynnika Bcl-2, hamujacego uwalnianie
cytochromu c (56). Wydaje sie wiec, ze wrazliwo$¢ sta-
rzonych poowulacyjnie oocytéw na indukcje apoptozy
przez oscylacje [Ca®*], moze wynika¢ z obnizonego
poziomu biatek o dziataniu antyapoptotycznym.

WPLYW STARZENIA MATCZYNEGO
NA OSCYLACJE [Ca*'],

Terminem ,starzenie matczyne” okresla sie proces,
w ktérym oocyt starzeje sie w jajnikach samicy wraz
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Z osigganiem przez nig coraz bardziej zaawansowane-
go wieku rozrodczego. W czasie starzenia matczynego
jako$¢ oocytéw spada, co prowadzi do obnizonego
potencjatu rozwojowego zarodkéw (np. fragmentacji
zarodkéw na wczesnych etapach rozwoju, podwyzszo-
nej czestosci apoptozy w blastocystach, problemow
z implantacja) i w rezultacie przyczynia sie do obnizonej
ptodnosci u kobiet po 35 roku zycia (58). W oocytach
w metafazie Il izolowanych od samic w pdznym wieku
reprodukcyjnym zmienia sie profil ekspresji pewnych ge-
néw, m.in. genébw zaangazowanych w funkcjonowanie
mitochondridw, regulacje cyklu komérkowego czy orga-
nizacje cytoszkieletu, (59, 60). Moze to by¢ skutkiem za-
rowno zaburzonego procesu akumulacii, jak i degradac;ji
matczynego RNA. Wyrazne réznice miedzy oocytami
mtodych i starszych samic sg réwniez widoczne na po-
ziomie proteomu (61). Wérod biatek, ktdrych ilosé zna-
€zgco sie zmienia wraz z wiekiem samicy, znajdujg sie
przede wszystkim biatka zwigzane z funkcjonowaniem
aparatu jgdrowego. Skutkuje to czesto obserwowanymi
w ,starych” oocytach zaburzeniami organizaciji i funkcjo-
nowania chromosomoéw oraz wrzeciona podziatowego,
a co za tym idzie — zwiekszong czestoscig wystepowania
aneuploidii. Ponadto w oocytach poddanych starzeniu
matczynemu zmianie ulega skiad fosfolipidowy komor-
ki, co zmniejsza integralno$¢ btony komérkowej (62).
W oocytach starszych samic myszy obserwowane sg
rowniez nieprawidtowosci dotyczace mitochondriow, ta-
kie jak: zmniejszona liczba grzebieni mitochondrialnych,
zwiekszone tempo mutacji w mitochondrialnym DNA,
spadek potencjatu btonowego i aktywnosci metabolicz-
nej mitochondriéw, obnizone stezenie ATP oraz zmiany
w homeostazie Ca?* mitochondriéw (63).

Co ciekawe, wiele wskazuje na to, ze owulowane
oocyty myszy w pdznym wieku reprodukcyjnym ule-
gajg przyspieszonemu, w poréwnaniu do oocytow
miodych myszy, starzeniu poowulacyjnemu. W czasie

starzenia poowulacyjnego w oocytach od starszych
myszy dochodzi do szybszego spadku aktywnosci
MPF. Takie oocyty sg zatem bardziej podatne na spon-
taniczng aktywacje, a takze, jak sie wydaje, skierowanie
na $ciezke apoptozy niz poddane starzeniu poowula-
cyjnemu oocyty mtodych myszy (42).W zwigzku z tym
okres, gdy moze dojs¢ do skutkujagcego poprawnym
rozwojem zarodkowym zaptodnienia, jest skrécony
w wypadku oocytow pochodzacych od samic w pdz-
nym wieku reprodukcyjnym.

Opisane powyzej zmiany zachodzace w oocytach
poddanych starzeniu matczynemu dotycza wielu waz-
nych aspektdw funkcjonowania komorki. Powstato
zatem pytanie, czy starzenie matczyne wptywa takze
na mechanizmy regulujace homeostaze Ca?* w oocy-
tach myszy, a w rezultacie na przebieg wywotanych
zaptodnieniem oscylacji [Ca®*]. Zgodnie z wynikami
badan Haverfield i wspotpracownikéw (64) ilos¢ Ca?*
zmagazynowana w ER oocytu nie zmienia sie pod
wptywem starzenia matczynego. Po sztucznym obni-
zeniu [Ca**], oocyty poddane starzeniu matczynemu
wykazywaly jednak mniejsza zdolnosé do pobiera-
nia Ca?* ze $rodowiska zewnetrznego. Co ciekawe,
zmiany te nie doprowadzity do zaburzenia wzoru
oscylacji [Ca**], wywotanych zaptodnieniem - czas
trwania, liczba czy amplituda wyrzutéw Ca?* genero-
wanych w odpowiedzi na plemnik byty takie same, co
w oocytach pochodzgcych od mtodych samic (ryc. 3).
W oocytach izolowanych ze starych samic oscyla-
cje [Ca**], zaindukowane partenogenetycznie przez in-
kubacje w roztworze SrCl, charakteryzowaty sig jednak
nizsza czestotliwoscig oraz kroétszym catkowitym cza-
sem trwania niz te obserwowane w oocytach mtodych
samic. Wyniki badan prowadzonych w naszym zespo-
le nie do konca potwierdzaja te obserwacije i wskazuja,
ze wptyw starzenia matczynego na homeostaze jonéw
Ca2* w oocytach moze zaleze¢ od tta genetycznego.

‘ Oocyty samic w p6znym wieku reprodukcyjnym ‘

[ca”]

SWISS CD1:
brak zmian we wzorze oscylacji [Ca™];

Oocyty mtodych samic

[Ca™], [Ca®],

Starzenie matczyne

F1 (C57BL/6/Tar x CBA/Tar):
Amplituda wyrzutu Ca* spada

Czas trwania wyrzutu Ca®* ro$nie
Odstepy miedzy wyrzutami Ca® rosng

[ca™1 |

—_

Tar: SWISS:

Amplituda wyrzutu Ca* rosnie

Czas trwania wyrzutu Ca®" spada
Odstepy miedzy wyrzutami Ca® rosng

Ryc. 3. Wplyw starzenia matczynego na wzor oscylacji [Ca?*], w oocytach myszy

Starzenie matczyne wptywa na wzér oscylacji [Ca?*], w zaptodnionych oocytach myszy w sposéb zalezny od tta genetycznego zwierzat.
W oocytach myszy Swiss CD1 starzenie matczyne nie zaburza wzoru oscylacji [Ca*], (64) , podczas gdy w oocytach myszy F1 (C57BL/6/Tar
x CBA/Tar) i myszy Tar:Swiss istotnie zmienia ich amplitude, czestotliwo$é, a takze czas trwania pojedynczego wyrzutu Ca?*.
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Doswiadczenia Haverfield i wspotpracownikow (64)
zostaty wykonane na oocytach myszy Swiss CD1. Zkolei
w naszych badaniach wykorzystali$my materiat pocho-
dzacy od myszy Tar:Swiss oraz myszy bedacych pierw-
szym pokoleniem (F1) krzyzéwki szczepdéw C57BL/6/
Tar i CBA/Tar. W zaptodnionych oocytach uzyskanych
od samic F1 w p6znym wieku rozrodczym poszczegdl-
ne wyrzuty Ca®* majg nizszg amplitude i sg rzadsze, lecz
trwajg diuzej niz w zaptodnionych oocytach pochodza-
cych od mtodych samic F1. Takze w wypadku oocytéw
pochodzacych od samic Tar:Swiss czestotliwos¢ oscy-
lacji [Ca**], jest nizsza w oocytach ,starych” niz w oocy-
tach ,mtodych”. Jednak w ,starych” oocytach samic
Tar:Swiss zaptodnienie indukuje wyrzuty Ca?* o wyzszej
amplitudzie, lecz krétszym czasie trwania niz w oocy-
tach miodych samic Tar:Swiss (ryc. 3). Co wiecej, pod-
czas gdy w poddanych starzeniu matczynemu oocy-
tach myszy F1 dochodzi do nieznacznego obnizenia
ilosci transkryptéw dla biatek zaangazowanych w utrzy-
mywanie homeostazy wapniowej, w ,starych” oocytach
samic Tar:Swiss dochodzi gtéwnie do zwiekszenia ich
ilosci (Czajkowska i Ajduk, dane niepublikowane).

PODSUMOWANIE

Wywotane zaptodnieniem oscylacje [Ca?*], wyzwa-
lajg w oocycie takie procesy, jak wznowienie i ukon-
czenie mejozy, wytworzenie bloku przeciwko polisper-
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mii i aktywacja rozwoju zarodkowego. Homeostaza
jonéw Ca2* w oocycie jest wiec wazna dla prawidio-
wego przebiegu zaptodnienia i dalszego losu zarod-
ka. Zarbwno nadmierne wydtuzenie okresu miedzy
owulacja a zaptodnieniem, czesto towarzyszace
procedurom wspomaganego rozrodu, jak i zaawan-
sowany reprodukcyjny wiek matki, moga prowadzi¢
do rozregulowania mechanizmu odpowiedzialnego
za utrzymanie homeostazy Ca?* w oocytach, a tym
samym do zaburzenia wzoru oscylacji [Ca**], induko-
wanych przez wnikniecie plemnika. To z kolei moze
by¢ jedna z przyczyn obnizonych zdolnosci rozwojo-
wych zarodkéw uzyskanych z oocytéw poddanych
starzeniu. Badania poswiecone mechanizmowi re-
gulacji homeostazy Ca?* w oocytach oraz wptywowi,
jaki moze na niego wywrze¢ starzenie poowulacyjne
lub matczyne, daja zatem szanse na udoskonalenie
metod wspomaganego rozrodu zwierzat i leczenia
nieptodnosci u ludzi.
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