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Streszczenie: Starzenie poowulacyjne u ssakow definiujemy jako okres od owulacji do zaptod-
nienia oocytu. Podczas starzenia poowulacyjnego dochodzi do stopniowych zmian, ktore wptywa-
ja niekorzystnie na zaptodnienie oraz przyszly rozwdj zarodka. Wydhluzanie czasu starzenia oocy-
tu wpltywa miedzy innymi na przedwczesng egzocytoze ziaren korowych czy stwardnienie ostonki
przejrzystej co uniemozliwia wniknigcie plemnika do wnetrza oocytu podczas procesu zaptodnienia.
Ponadto, obniza funkcjonalno$¢ cytoszkieletu komoérkowego powodujac dysfunkcje kompleksu ak-
tynowo-miozynowego prowadzaca do nieprawidlowego przemieszczania si¢ wrzeciona podzialowe-
go oraz zaburzen segregacji chromosoméw. Jednym z gléwnych mechanizmow wplywajacych na
starzenie poowulacyjne jest nieprawidlowa agregacja mitochondridéw oraz zmniejszony poziom
wydzielanego adenozyno-5'-trifosforanu (ATP). Obnizenie poziomu ATP doprowadza do zaburzen
wydajnos$ci energetycznej, co w konsekwencji prowadzi do nieprawidlowych oscylacji wapniowych
podczas zaptodnienia. Mechanizm tego zaburzenia nie jest w pelni poznany, jednak moze by¢ spow-
odowany stresem oksydacyjnym zaleznym od starzenia poowulacyjnego. Reaktywne formy tlenu ucz-
estnicza w modulacji catego spektrum funkcji podczas rozrodu. Mechanizmy obronne chronigce przed
dziataniem stresu oksydacyjnego w oocytach zapobiegaja formowaniu reaktywnych form tlenu oraz
inaktywuja je poprzez dzialanie antyoksydantow.

Stowa kluczowe: starzenie poowulacyjne, ROS, mitochondrium

Summary: Post-ovulatory aging in mammals is defined as the period from ovulation to fertilization
of the oocyte. During postovulatory aging, gradual changes occur that adversely affect fertilization
and the future development of the embryo. Extending the aging time of the oocyte affects, among
other things, premature exocytosis of cortical grains and hardening of zona pellucida preventing the
sperm from penetrating the oocyte during the fertilization process. Moreover, it lowers the functional-
ity of the cellular cytoskeleton, causing dysfunction of the actin-myosin complex, leading to abnormal
spindle movement and disturbed chromosome segregation. One of the major mechanisms influencing
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post-ovulatory aging is abnormal aggregation of mitochondria and decreased levels of adenosine tri-
phosphate (ATP). Lowering the ATP level leads to disturbances in energy efficiency, which in turn
leads to an abnormal pattern of calcium oscillations during fertilization. The mechanism of this disor-
der is not fully understood, but it may be caused by oxidative stress related to postovulatory aging. Re-
active oxygen species are involved in modulating the entire spectrum of functions during reproduction.
Defense mechanisms protecting against oxidative stress in oocytes prevent the formation of reactive
oxygen species and inactivate them through the action of antioxidants.
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STARZENIE POOWULACYJNE OOCYTOW

Starzenie poowulacyjne w oocytach ssakow obejmuje okres pomigdzy owulacja
oocytu, a jego zaptodnieniem. Zwigzane jest przed wszystkim z obnizeniem jako-
$ci oocytow oraz przyspieszonym obumieraniem komoérek w mechanizmie apopto-
zy. Zmiany molekularne wywolane starzeniem dotycza rowniez komoérek warstwy
ziarnistej otaczajacej oocyty. Wraz z wydluzaniem si¢ okresu starzenia, zmniejsza
si¢ liczba komodrek warstwy ziarnistej. Pojawiaja si¢ nieprawidtowosci w ich mi-
tochondrialnym DNA (ang. mitochondrial DNA, mtDNA), obniza si¢ ich zdolno$¢
do produkcji hormonoéw oraz zmniejsza ekspresja enzymow antyoksydacyjnych
[1]. Jednak wigkszo$¢ niepowodzen rozrodu spowodowanych jest gtdéwnie obni-
zong jako$cig oocytu. Zakres nieprawidlowosci zalezy od czasu trwania starzenia
poowulacyjnego oraz genetyki komorki [2]. Starzenie poowulacyjne moze wysta-
pi¢ zardbwno w organizmie kobiety — in vivo, jak rOwniez pozaustrojowo- in vitro.
W starzejacym sie oocycie dochodzi do szeregu stopniowych zmian wptywajacych
niekorzystnie na zaptodnienie oraz p6zniejszy prawidtowy rozwoj zarodka. Wydtu-
zanie si¢ czasu starzenia oocytu wplywa mig¢dzy innymi na przedwczesng egzocy-
tozg ziaren korowych oraz stwardnienie ostonki przejrzystej, co w konsekwencji
doprowadza do zmniejszenia zdolno$ci wniknigcia plemnika do wnetrza oocytu
i utrudnia proces zaptodnienia [3]. Warto zauwazy¢, ze rozmieszczenie ziaren ko-
rowych jest zwykle uwazane za jeden z najwazniejszych wskaznikow dojrzewania
cytoplazmatycznego oocytu [4]. Dodatkowo, starzenie wptywa na funkcjonalnos$¢
cytoszkieletu komorkowego powodujac dysfunkcje kompleksu aktynowo-miozy-
nowego, prowadzaca do nieprawidlowego przemieszczania si¢ wrzeciona podzia-
lowego podczas podziatu komoérki oraz zaburzonej segregacji chromosomow [5].
Skutkuje obnizeniem stezenia zgromadzonych w oocycie wolnych jonéw wapnia
oraz zmianami w mechanizmie regulujagcym generowanie wyrzutow Ca2+ wywo-
lywanych zaptodnieniem (np. zmniejszong amplituda wolnych jonow wapnia oraz
zwigkszong czgstotliwoscig wyrzutow Ca2+) [6]. Oscylacje Ca2+ sg procesem nie-
zbednym do aktywacji rozwoju zarodka m. in. dlatego, ze wspieraja proces zakon-
czenia mejozy, odpowiadajg za wyzwolenie bloku przeciw polispermii [7]. Ponadto,
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bardzo wazna funkcja oscylacji Ca2+ jest regulacja pracy mitochondriéw. Podczas
zaplodnienia prawidlowo dziatajace mitochondria sg niezbedne w szlaku sygnali-
zacji wapniowej, gdyz reguluja poziom wapnia w komoérce i magazynuja energig
w postaci trifosforanu adenozyny (ATP). Zaburzenia potencjalu blony mitochon-
drialnej w mitochondriach oocytow prowadzi do obnizenia stezenia ATP oraz spad-
ku potencjatu rozwojowego oocytow [8].

MITOCHONDRIUM A STARZENIE POOWULACYJNE

Mitochondria pelnig wazng role w wielu procesach komérkowych, wiacza-
jac w to regulacj¢ poziomu wapnia, metabolizm energetyczny (produkcje i ma-
gazynowanie energii w postaci trifosforanu adenozyny (ATP)), homeostazg oraz
programowang $mier¢ komorki (apoptoze) [9]. To wtasnie metaboliczny i biolo-
giczny stan mitochondriow odpowiada za jako$¢ oocytu, a takze warunkuje pra-
widtowe podzialy komoérkowe. Dlatego tez mitochondria odgrywaja bardzo waz-
ng role w biologii rozrodu. Badania dos§wiadczalne udowodnity, ze uszkodzenie
mitochondriow w prawidlowych, $wiezo owulowanych oocytach doprowadzito
do zahamowania proceséw podziatu pgcherzyka zarodkowego oocytow pierw-
szorzedowych, uniemozliwiato prawidtowe tworzenie wrzeciona podziatowego
oraz segregacj¢ chromosomoéw. Natomiast, w oocytach podanych starzeniu po-
owulacyjnemu mozemy zaobserwowac¢ dodatkowo nieprawidtowg synteze bialek
zwigzanych z funkcjonowaniem mitochondriéw oraz stresem oksydacyjnym, jak
rowniez zaburzenia metabolizmu energetycznego, ekspresji genéw regulujacych
cykl komoérkowy oraz nieprawidtowsg strukture cytoszkieletu [10]. Badania na
modelach zwierzgcych wykazaty, ze wstrzyknigcie mitochondriow lub cytopla-
zmy z mlodych oocytow do starzejacych si¢ oocytow zwigksza ich kompetencje
rozwojowe, wplywa pozytywnie na jakos¢ zarodkow, co bezposrednio przektada
si¢ na udang ich implantacj¢ [9]. Mitochondria w oocytach rdznig si¢ od mito-
chondriow w komorkach somatycznych. Posiadaja okraglty lub owalny ksztatt,
a ich macierz mitochondrialna jest gesta i zawiera niewielkg liczbe grzebieni
mitochondrialnych, co wskazuje na ich malg aktywnos$¢, ktora rekompensowana
jest wigksza ich liczba w oocycie . W kazdym mitochondrium obecnych jest od
1 do 15 czasteczek mitochondrialnego DNA (ang. deoxyribonucleic acid, DNA).
Genom mitochondrialny, ktory zawiera okoto 16 tysigcy par zasad, koduje kom-
pleksy niezbedne do prowadzenia procesu oddychania komoérkowego, takie jak
syntaza ATP, oksydaza cytochromu c i cytochromu b [10]. Produkcja mitochon-
drialnego ATP wymaga dziatania tancucha transportu elektronéw zlokalizowane-
go w wewngetrznej btonie mitochondrialnej. Podczas prawidtowej pracy tancucha
oddechowego elektrony, ktére pochodza z utlenienia substratéw oddechowych,
sg transportowane przez tancuch oddechowy na tlen. A wraz z kolejnymi kom-
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pleksami tancucha oddechowego wzrasta potencjal oksydoredukcyjny. Podczas
reakcji redoks uwalniana jest energia, ktora jest wykorzystywana do przenoszenia
protondéw przez btong mitochondrialng do przestrzeni migdzybtonowej. To powo-
duje powstanie roznicy stezen z dwoch stron wewnetrznej blony mitochondrialne;j
i ustalenia potencjatu btonowego [11].

W warunkach wywotanych starzeniem poowulacyjnym, w ktéorym stezenie
reaktywnych form tlenu (ang. Reactive Oxygen Spiece, ROS) jest zwigkszone
w macierzy mitochondrialnej w wyniku uposledzenia ochrony antyoksydacyjne;j
lub gwattownego wzrostu st¢zenia jonéw Ca2+ moze doj$¢ do nieodwracalnego
uszkodzenia mitochondrialnego DNA, peroksydacji dwuwarstwy lipidowej [11,12].
Starzenie poowulacyjne doprowadza do stopniowych zaburzen wydajnosci energe-
tycznej (obnizenia poziomu ATP) po zaptodnieniu, co w konsekwencji prowadzi do
nieprawidlowego wzoru oscylacji wapniowych. Mozna to zaobserwowaé w oocy-
tach podanych starzeniu poowulacyjnemu in vitro, ktére skutkuje obnizeniem ste-
zenia wolnych jonéw Ca2+ wewnatrz siateczki srédplazmatycznej [6]. Oscylacje
jondow wapnia stymulujg aktywno$¢ mitochondrioww oocycie [13]. Podczas za-
ptodnienia to wiasnie oscylacje jondéw wapnia wzmagaja redukcje NAD+ oraz fla-
woprotein w mitochondriach. Pod wptywem oscylacji zwieksza sie rdwniez zuzy-
cie ATP. Zwigkszenie poziomu ATP jest niezbedne, aby sprosta¢ zapotrzebowaniu
energetycznemu zarodka, doprowadzi¢ do aktywacji wielu szlakow sygnatowych,
podtrzymacé oscylacje wapniowe oraz prawidtowy metabolizm komorki [-6]. Nie
bez przyczyny mitochondria nazywane sa centrum metabolicznym komorki, zatem
wszelkie zaburzenia ich funkcjonalnosci mogg spowodowac spadek produkcji ATP,
co w konsekwencji zaburza procesy metaboliczne w oocytach.

STARZENIE POOWULACYJNE, A STRES OKSYDACYJNY

Jedna z najlepiej poznanych reakcji biologicznych zwigzanych ze starzeniem
sie komorki jest stres oksydacyjny, ktory indukuje powstawanie reaktywnych form
tlenu. W prawidtowych warunkach pomigdzy powstawaniem ROS, a ich usunig-
ciem zachodzi stan rownowagi. Jesli jednak procesy prooksydacyjne uzyskaja prze-
wage to zostaje wywolany stan stresu oksydacyjnego. Dhugo utrzymujacy sig stres
oksydacyjny moze prowadzi¢ do trwatych zmian w strukturze makroczasteczek
m.in. DNA, biatek, cukréw. Te zmiany beda miaty bezposredni wplyw na zaburze-
nia funkcji biologicznych i nieprawidlowo$ci w metabolizmie komorkowym [14].

Glownym miejscem powstawania wolnych rodnikow w komorce jest mito-
chondrialny fancuch oddechowy. To wtasnie on odpowiada za dostarczanie ponad
90% adenozynotrifosforanu (ATP), zrodta energii komorki, jednocze$nie bedac
podstawowym zrodtem ROS. Reaktywne formy tlenu definiujemy jako zwigzki
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tlenu wykazujace wicksza reaktywno$¢ niz tlen czasteczkowy w stanie podsta-
wowym. ROS na powloce walencyjnej posiadaja zazwyczaj jeden niesparowany
elektron, ktéry powoduje ich wysoka reaktywnos$¢ oraz zagraza prawidtowemu
funkcjonowaniu komorki. ROS dziatajg uszkadzajaco na zywe komorki dopro-
wadzajac do peroksydacji bton komérkowych, uszkodzenn DNA oraz innych nie-
korzystnych procesow [11]. Do grupy ROS zaliczamy: rodnik wodorotlenowy
(. OH), nadtlenek wodoru (H202), rodnik nadtlenkowy (0O2.), anionorodnik po-
nadtlenkowy (02-), rodnik ozonowy (03), jak réwniez nadtlenoazotyn (ONOO-)
[15]. Reaktywne formy tlenu sg posrednimi produktami kolejnych etapow reduk-
cji tlenu czasteczkowego podczas stopniowego procesu podzielonego na jedno-
elektronowe etapy. Tlen czasteczkowy petni funkcje akceptora elektronow dla mi-
tochondrialnej oksydazy cytochromowej, ktora jest enzymatycznym kompleksem
konczacym tancuch transportowy elektronow w mitochondrium oraz katalizujace;j
reakcje redukcji O, do H,O [16]. Wiele procesow fizjologicznych zachodzacych
w komorce powoduje wytwarzanie wolnych rodnikéw. Jednakze nalezy pamig-
ta¢, ze wolne rodniki posrednicza rowniez w istotnych funkcjach komorki takich
jak: wzrost, proliferacja, r6znicowanie, przekazywanie sygnalow komorkowych
czy apoptoza. Przyczyniaja si¢ rowniez do prawidlowego dojrzewania oocytow,
steroidogenezy i wspierajg proces zaplodnienia oraz wczesnego rozwoju zarodka
i tozyska. Wszystkie powyzej wymienione procesy w prawidtowych warunkach
znajdujg si¢ pod kontrola enzymatycznych i nieenzymatycznych mechanizmow
obronnych [17].

Mechanizmy obronne chronigce przed dziataniem stresu oksydacyjnego
maja trojstopniowe dzialanie. Pierwsza linig obrony jest niedopuszczenie do po-
wstawania reaktywnych form tlenu oraz wchodzenia ich w reakcje ze zwigzka-
mi biologicznymi. W tej obronie gldwna role pelnig biatka wiazace jony metali
przej$ciowych, gtownie zelaza i miedzi. Drugg lini¢ obrony tworza enzymy anty-
oksydacyjne oraz endo- i egzogenne niskoczasteczkowe antyoksydanty. Neutra-
lizuja nadmiar reaktywnych form tlenu w cytoplazmie i mitochondriach. Trzecig
linig obrony przed ROS s3 enzymy naprawiajace uszkodzone DNA, Dzieje si¢
tak jesli dziatanie enzymatycznych i nieenzymatycznych systemow antyoksyda-
cyjnych nie przyniosto oczekiwanego skutku. Wtedy dochodzi do aktywacji en-
zymow odpowiedzialnych za naprawe uszkodzen jadrowych i mitochondrialnych
(np. glikozydazy odcinajace uszkodzone zasady azotowe lub ligazy naprawiaja-
ce peknigcia nici DNA) [16, 17]. Jak zostalo wspomniane wcze$niej wyrdznia-
my dwa rodzaje systemu antyoksydacyjnego: enzymatyczny i nieenzymatyczny.
Gtownymi enzymami wchodzacymi w sktad enzymatycznego systemu antyoksy-
dacyjnego sa: dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza i peroksydaza glutationowa.
Natomiast nieenzymatyczne antyutleniacze to mi¢dzy innymi N-acetylocysteina
(NAC), witamina A, E, jak réwniez kwas askorbinowy [18].
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Wzrost aktywnos$ci mitochondrialnej w oocycie jest powigzany ze wzrostem
wytwarzania reaktywnych form tlenu (ROS). Wraz z wiekiem samicy w starze-
jacych sie jajnikach rosnie poziom stresu oksydacyjnego, co skutkuje wzrostem
uszkodzen oksydacyjnych bialek, DNA oraz lipidow. Dodatkowo, wraz z wiekiem
matki zmniejsza si¢ liczba kopii mitochondrialnego DNA, co wplywa na kompe-
tencje rozwojowe oocytow i ogranicza poziom ATP, niezb¢dnego do funkcjonowa-
nie wszystkich procesow komorki [1]. Reaktywne formy tlenu sg jedng z przyczyn
powstawania mutacji i uszkodzen w genomie mitochondrialnym oraz jadrowym.
Mitochondrialne DNA zawiera wiele genow odpowiadajacych za prawidlowy
przebieg procesu fosforylacji oksydacyjnej. Utrzymanie prawidlowego dziatania
procesu fosforylacji oksydacyjnej zapewnia odpowiedni poziom ATP, niezbgdny
do podziatéw komorki, formowania wrzeciona kariokinetycznego czy wczesniej
wspomnianego juz procesu zaptodnienia [20]. Jednocze$nie proces wytwarzania
ATP wymaga utrzymania aktywnos$ci mitochondridow na takim poziomie, ktory nie
przekracza zdolno$ci usuwania przez mitochondrialne enzymy antyoksydacyjne
oraz biatka naprawcze mtDNA rodnikoéw oraz uszkodzen mtDNA [21].

WPLYW STRESU OKSYDACYJNEGO
SPOWODOWANEGO STARZENIEM POOWULACYJNYM
I JEGO KLINICZNE KONSEKWENCJE

Zaburzona rownowaga oksydacyjna wptywa negatywnie na wszystkie etapy re-
produkcji. Rozpoczynajac od gametogenezy, owulacji czy zaptodnienia, poprzez
wczesny rozwo0j zarodka oraz implantacj¢. Badania sugeruja, ze wysokie st¢zenie
wolnych rodnikéw w ptynie pecherzykowym wptywa na przyspieszony proces sta-
rzenia jajnika. U starszych kobiet zaobserwowano zaburzenia rownowagi oksyda-
cyjnej w ptynie pecherzykowym w ktoérym stezenie enzymow antyoksydacyjnych
(transferazy glutationowej, katalazy) byto nizsze niz u kobiet mtodych [10].

W ostatnich latach stres oksydacyjny jest uznawanym czynnikiem patomecha-
nizmu wielu chorob. Dane literaturowe wskazuja, ze ROS sg niezbedne do prawi-
dtowego funkcjonowania zenskiego i meskiego uktadu rozrodczego [22]. Jednak
mechanizmy kontrolujace te procesy nadal pozostaja stabo poznane. Stres oksy-
dacyjny wywolany starzeniem poowulacyjnym jest silnie powigzany ze zmniej-
szonymi wskaznikami zaptodnienia, stabg jakoscig zarodkow i nieprawidtowym
rozwojem ptodu [6]. Coraz wigcej dowodow wskazuje, ze enzymy antyoksydacyj-
ne tj. dysmutaza nadtlenkowa Mn (Mn-Sod), katalaza i peroksydaza glutationowa
redukujg ROS podczas starzenia poowulacyjnego oraz starzenia spowodowanego
wiekiem matki [18]. Dodatkowo, stres oksydacyjny jest silnie powigzany z obni-
zong jakos$cig oocytow, gdyz mitochondrialne DNA nie jest chronione przez histo-
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ny i starzejace si¢ oocyty sg bardzo podatne na stres oksydacyjny oraz uszkodze-
nia mtDNA. Chociaz oocyt zapewnia sobie wewnatrzkomorkowa ochrone przed
stresem oksydacyjnym w postaci przeciwutleniajacego glutationu, zasoby te sa
wyczerpywane wraz z wiekiem matki. Co w konsekwencji postgpujacego wzro-
stu produkcji ROS i jednoczesnego ostabienia ochrony antyoksydacyjnej oocytu
skutkuje wspomnianym juz wczesniej spadkiem krytycznych czynnikow cyklu
komérkowego, dysfunkcja mitochondridow, apoptoza oocytu, uposledzona home-
ostaza oscylacji wapniowych, obnizonym tempem zaplodnienia, stabg jakoscia
zarodka 1 nieprawidtowym rozwojem plodu [6, 22].

PODSUMOWANIE

Starzenie poowulacyjne w oocytach ssakow jest jednag z glownych przyczyn
obnizenia jakosci oocytu oraz jego przyspieszonej apoptozy. Moze wystapi¢ za-
rowno w organizmie kobiety, kiedy to owulowany oocyt starzeje si¢ w jajowodzie,
jak réwniez pozaustrojowo w przeprowadzanej hodowli in vitro. Zakres nieprawi-
dlowosci zalezy od czasu trwania starzenia oraz genetyki komorki. Starzenie po-
owulacyjne oocytow moze powodowac m. in. przedwczesng egzocytoze ziaren ko-
rowych, wplywajac na stwardnienie ostonki przejrzystej i utrudniajagc wnikniecie
plemnika do wnetrza oocytu podczas procesu zaptodnienia. Ponadto, wptywa na
funkcjonalnos$¢ cytoszkieletu komorkowego. Powodujac dysfunkcje kompleksu
aktynowo-miozynowego, co w konsekwencji prowadzi do nieprawidlowego prze-
mieszczania si¢ wrzeciona podziatowego podczas podziatu komorki i zaburzone;j
segregacji chromosoméw. Skutkuje obnizeniem stgzenia zgromadzonych w oocy-
cie wolnych jonow wapnia oraz zmianami w mechanizmie regulujacym genero-
wanie wyrzutow Ca2+, wptywajac na prace mitochondriow. Mitochondria petnig
wazng role w wielu procesach komérkowych, reguluja poziom wapnia, metabolizm
energetyczny, homeostaze oraz programowana $§mier¢ komorki (apoptozg). Podczas
starzenia poowulacyjnego w wyniku uposledzenia ochrony antyoksydacyjnej oraz
gwaltownego wzrostu stezenia Ca2+ zwicksza si¢ stgzenie reaktywnych form tlenu
w macierzy mitochondrialnej. Pomimo tego, ze reaktywne formy tlenu sg niezbed-
ne do prawidlowego funkcjonowania zenskiego uktadu rozrodczego. To stres ok-
sydacyjny wywotany starzeniem poowulacyjnym jest silnie powigzany ze zmniej-
szonym wskaznikiem zaplodnienia, stabg jako$cia zarodkow oraz nieprawidtowym
rozwojem plodu. Dlatego tak waznym tematem jest opracowywanie nowych metod
tagodzenia stresu oksydacyjnego za pomoca suplementacji antyoksydantami, ktore
moga stanowi¢ bezpieczng i skuteczng metode opdzniania starzenia poowulacyj-
nego zar6wno poprzez doustng suplementacje kobiety jak réwniez suplementacje
pozywki hodowlanej w warunkach in vitro.
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