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Streszczenie: Ekspansja komorek ziarnistych wzgorka jajonosnego (cumulus oophorus) zachodzi w doj-
rzalym pecherzyku jajnikowym w odpowiedzi na przedowulacyjny wzrost stgzenia hormonu luteinizu-
jacego (LH) we krwi. W wyniku intensywnej syntezy substancji pozakomoérkowej komorki folikularne
cumulus oophorus rozsuwajq si¢, cata struktura wielokrotnie zwigksza poczatkowa objg¢tosé, w konicu
odrywa si¢ wraz z oocytem od warstwy ziarnistej Sciany pgcherzyka. Poniewaz komorki wienca promie-
nistego praktycznie nie maja receptoréw LH, sygnal pobudzajacy je do ekspansji dociera do nich za
posrednictwem innych molekul. Molekulami tymi okazaly si¢ przede wszystkim prostaglandyna E_ i
naskorkowe czynniki wzrostu (EGF) wydzielane przez komorki ziarniste Sciany pgcherzyka oraz po-
chodzace z oocytu peptydy z nadrodziny transformujacych czynnikéw wzrostu B (TGF-f). Substancja
migdzykomorkowa w pelni rozproszonego wienca promienistego zbudowana jest gléwnie z tancuchow
kwasu hialuronowego, z ktorymi wiaza si¢ pozostate sktadniki macierzy. Sktadniki te wydzielane sa
przez komorki ziarniste pecherzyka (wersikan, TSG-6, pentraksyna 3) lub pochodza z osocza krwi
(tancuchy cigzkie inter-alfa-inhibitorow trypsyny). Stworzenie myszy pozbawionych funkcjonalnych
genow odpowiedzialnych za ekspansj¢ komorek somatycznych cumulus oophorus pozwolito wykazac,
ze proces ten jest niezbedny do prawidlowego przebiegu owulacji. Potaczone obfita, glikoproteinowa
substancja komdrki pecherzykowe towarzysza oocytowi podczas wedrowki do jajowodu wchodzac w
interakcje z wyscielajacym go nabtonkiem. Utatwiajq takze zaptodnienie dzigki wiazaniu plemnikow,
kierowaniu ich w strong oocytu oraz sprzyjaniu kapacytacji i reakcji akrosomowe;j.

Stowa kluczowe: wzgorek jajonosny, wieniec promienisty, owulacja, zaptodnienie, substancja pozako-
morkowa.

Summary: Cumulus oophorus expansion takes place in matured ovarian follicles in response to preovula-
tory increased concentration of luteinizing hormone (LH) in blood. As a result of intensive extracellular
matrix synthesis cumulus granulosa cells expand, the whole structure multiplies its volume and finally
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separates together with the oocyte from the follicle wall. Because cumulus cells practically do not have
LH receptors, expansion inducing signal reach them through the medium of other molecules. These
molecules are above all prostaglandin E ) and epidermal growth factors (EGF) secreted by mural granulosa
cells as well as transforming growth factor § (TGF-3) superfamily members deriving from the oocyte.
Extracellular matrix of fully expanded cumulus oophorus consists of hialuronic acid chains to which other
components are bound. These components are synthesized by granulosa cells (versican, TSG-6, pentra-
xin 3) or derive from serum (heavy chains of inter-alpha-trypsin inhibitors). Creation of mice with
knockouts of genes responsible for cumulus expansion allowed to prove that this process is absolutely
indispensable for successful ovulation. Moreover, cumulus cells together with reach extracellular matrix
surround the oocyte while it pass through the oviduct interacting with oviductal epithelium. They also
facilitate fertilization by trapping spermatozoa, guiding them to the oocyte, favoring capacitation and
acrosomal reaction.

Key words: cumulus oophorus, granulosa cells, ovulation, fertilization, extracellular matrix.

1. WSTEP

Gamety zenskie ssakow wzrastaja i dojrzewaja w obrebie pecherzykow jajniko-
wych. U cztowieka oraz wielu innych gatunkow ssakow struktury te tworza si¢ w
trakcie rozwoju ptodowego, u gryzoni natomiast — w okresie okoloporodowym [14].
Folikulogeneza rozpoczyna sig¢, gdy proliferujace w jajnikach oogonia zakoncza
aktywno$¢ mitotyczng i wkraczajac w podzial mejotyczny staja si¢ oocytami I rzedu.
Oocyty zatrzymane w stadium diktiotenu profazy pierwszego podziatlu mejotycznego
otaczane sa przez kilka splaszczonych komdrek somatycznych oraz btong podstawna.
W ten sposob formujg si¢ tzw. pecherzyki pierwotne [14, 24, 43]. Wigkszos¢ sposrod
wyjsciowej puli pecherzykow pierwotnych ulega degeneracji. Pozostale pecherzyki
rozpoczynaja sukcesywnie dalszy rozwoj, jednak tylko nieliczne z nich osiagaja pelna
dojrzalos¢. Atrezja wzrastajacych pecherzykow jajnikowych w réznych stadiach
rozwojowych jest zjawiskiem naturalnym, wpisanym w prawidlowe funkcjonowanie
gonady zenskiej [14, 22, 24, 36]. Badania ostatnich lat wykazaty, ze w dojrzatych
jajnikach myszy oraz ludzi wystgpuja komorki macierzyste podtrzymujace oogeneze
i folikulogeneze. Dzigki ich aktywnosci zasob pecherzykdow pierwotnych zdolnych
do podjecia dalszego rozwoju moze by¢ odtwarzany podczas trwania okresu repro-
dukcyjnego, a nie jest, jak wczesniej sadzono, ostatecznie ustalany przed lub w
momencie narodzin [14, 20, 24].

Rozwoj pierwotnego pecherzyka jajnikowego w pecherzyk przedowulacyjny trwa
u myszy okoto dwoch tygodni, u ludzi — ponad trzy miesiace [22]. Okres ten
wielokrotnie przekracza czas trwania pojedynczego cyklu plciowego. Pecherzyk
pierwotny przeksztatca si¢ stopniowo w pecherzyk pierwszorzedowy. Oocyt rozpo-
czyna faze intensywnego wzrostu, podczas ktorej wielokrotnie zwigksza poczatkowa
objetos¢ oraz gromadzi biatka, lipidy i czasteczki RNA potrzebne do prawidlowego
przebiegu zaptodnienia i rozwoju zarodka. Wraz ze wzrostem oocytu i tworzeniem
si¢ wokot niego glikoproteinowej ostony przejrzystej (zona pellucida) przemianom
ulega takze somatyczna czgs¢ pecherzyka [43]. Komdrki folikularne zmieniajg ksztalt
ze splaszczonego na kubiczny i zaczynaja intensywnie proliferowaé. Kiedy rosnacy
oocyt zostaje otoczony przez wigcej niz jedna warstwe komodrek ziarnistych,
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pecherzyk przyjmuje posta¢ pecherzyka drugorzgdowego. Réwnoczesnie na powierz-
chni pecherzyka z komérek zrebu jajnika formuje si¢ ostonka (theca). W dalszym
etapie rozwoju w obrebie litej warstwy komdrek ziarnistych pojawia si¢ wypetniona
ptynem jamka (antrum) [8, 22]. Powstaniu antrum towarzyszy rozdzial komorek
ziarnistych na dwie odmienne subpopulacje: 1) komodrki wyscielajace od wewnatrz
$ciang pecherzyka zwane komoérkami muralnymi oraz 2) komoérki wienca promienis-
tego (corona radiata) bezposrednio otaczajace oocyt i tworzace wraz z nim

RYCINA 1. Przedowulacyjny pecherzyk antralny w jajniku myszy: a— ostonka (theca), b—komorki
ziarniste $ciany pecherzyka, ¢ —komorki ziarniste wzgorka jajonosnego uwypuklajacego si¢ do wypelnionej
ptynem jamki (antrum), d — oocyt
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wzgorek jajonosny (cumulus oophorus) [6, 8, 12, 31, 32, 69]. Dzigki sasiedztwu
oocytu komorki folikularne wzgdrka jajonosnego zaczynaja wykazywaé cechy
wyraznie odrozniajace je od warstwy muralnej. Przede wszystkim wydzielane przez
oocyt czynniki hamuja w komdrkach wiefica promienistego ekspresje receptorow
dla hormonu luteinizujacego (LH), ktére pojawiaja si¢ pod wplywem innego hormonu
przysadki — folikulotropiny (FSH) na powierzchni komoérek ziarnistych Sciany
pecherzyka. Oprocz bardzo niskiej ekspresji receptorow LH komorki ziarniste
cumulus oophorus odznaczaja si¢ tez wysokim poziomem proliferacji, stabym
natgzeniem steroidogenezy oraz zdolnos$cig syntezy duzej ilosci kwasu hialuronowego
i innych skladnikow substancji miedzykomorkowej [6, 8, 12, 14, 17]. W wyniku
swoich szczegdlnych wlasnosci komadrki wienca promienistego tworza mikrosrodo-
wisko dogodne do prawidlowego rozwoju oocytu. Srodowisko to jest utrzymywane
dzigki temu, iz komdrki wienca promienistego kontaktuja si¢ z soba, z komdrkami
ziarnistymi $ciany pecherzyka oraz z oolemma poprzez liczne zlacza szczelinowe, a
takze oddziatywania auto- i parakrynne [14, 65, 69].

Aktywacja i poczatkowe fazy wzrostu pecherzyka jajnikowego regulowane sa przede
wszystkim poprzez odpowiednie stezenia réznorodnych czynnikéw wzrostu. Naleza do
nich: ligand kit — KL, czynnik hamujacy biataczke — LIF (leukemia inhibitory factor),
stromalny czynnik wzrostu 1 — SDF1 (stromal-derived factor 1), a takze biatka z
nadrodziny transformujacych czynnikow wzrostu 8 — TGF-8 (transforming growth
Jactor £), wsrdd ktorych szczegdlne znaczenie maja: hormon antymiillerowski — AMH,
czynnik wzrostu i réznicowania 9 — GDF-9 (growth differentiation factor 9) oraz
biatko morfotyczne kosci 15 — BMP-15 (bone morphogenetic protein 15) [8, 14, 22,
36]. Pierwszo- i drugorzedowe pecherzyki moga wzrasta¢ bez udzialu hormonow
gonadotropowych przysadki: folikulotropiny (FSH) i lutropiny (LH). Uwaza si¢ jednak,
iz hormony te wplywaja optymalizujaco na warunki rozwoju pecherzykéw przedantralnych
[8, 14, 22]. Dzieki wyposazeniu w odpowiednie receptory, pecherzyki antralne sa juz
bardzo wrazliwe na dziatanie gonadotropin [14, 22]. Ich dalszy rozwoj uzalezniony jest
Sci$le od zmieniajacych si¢ podczas kazdego cyklu plciowego stezen FSH i LH.
Podwyzszony na poczatku cyklu poziom FSH stymuluje grupe pecherzykow antralnych
do szybkiego wzrostu przedowulacyjnego i syntezy estrogenow. Pojawiajaca si¢ natomiast
w $rodku cyklu fala LH zapoczatkowuje dojrzewanie mejotyczne oocytu, owulacje i
uformowanie wydzielajacego progesteron ciatka zottego [22].

2. ISTOTA PROCESU EKSPANSJI KOMOREK ZIARNISTYCH
WZGORKA JAJONOSNEGO

Jednym z procesow bezposrednio poprzedzajacych owulacje i niezbednych do jej
prawidlowego przebiegu jest tzw. ekspansja (rozproszenie) komorek ziarnistych
wzgorka jajonosnego. Proces ten zwany tez mucyfikacja polega gtdéwnie na inten-
sywnym syntetyzowaniu i wydzielaniu kwasu hialuronowego przez komérki somatycz-
ne otaczajace oocyt. W wyniku tego kompleks oocytu z komorkami ziarnistymi
zwigksza 20—40 razy swa poczatkowa objetos¢ i odrywa si¢ od warstwy ziarnistej
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Sciany pecherzyka. Rozsunigciu si¢ komoérek kompleksu i zerwaniu potaczen
pomigdzy nimi towarzyszy podjecie podzialu przez oocyt, czego zewngtrznym
przejawem jest wyrzucenie ciatka kierunkowego [12, 21, 45, 71].

Prawidlowo uksztaltowany wzgorek jajonosny zbudowany jest z bardzo licznej
populacji wyspecjalizowanych komoérek ziarnistych. Ta wysoka liczebnos¢ komorek
somatycznych cumulus oophorus jest niezbedna do uformowania odpowiednio
obszernej i stabilnej substancji migdzykomérkowej. Samice myszy pozbawione funkcjo-
nalnych genow regulujacej cykl komdérkowy cykliny D2 wykazuja zmniejszong
proliferacje komorek ziarnistych pecherzykow jajnikowych oraz bezptodnos¢. Stwier-
dzono, ze bardzo nieliczne u nich komorki wzgdrka jajonosnego nie sg w stanie
wytworzy¢ prawidlowej macierzy pozakomorkowej, przez co oocyt zostaje uwieziony
wewnatrz pecherzyka jajnikowego i nie owuluje. Dowodzi to dobitnie ogromnego
znaczenia procesu ekspansji wienca promienistego w przebiegu owulacji [17, 58].

Poczatkowo sadzono, iz gromadzenie si¢ substancji pozakomorkowej w obrebie wzgorka
jajonosnego powoduje mechaniczne przerywanie potaczen pomiedzy budujacymi go
komérkami. Pdzniejsze badania wykazaly jednak, ze zanikanie ztacz szczelinowych poprzedza
syntez¢ kwasu hialuronowego, a zablokowanie endocytozy tworzacych je koneksondw skutkuje
zahamowaniem ekspansji komorek ziarnistych cumulus oophorus [30]. Zamykanie zlacz
szczelinowych w komoérkach wienica promienistego nie tylko daje sygnat do intensywnego
wydzielania przez nie substancji pozakomorkowej, lecz takze decyduje o dojrzewaniu
mejotycznym oocytu [37, 55]. Zostalo udowodnione, iz oocyt w pecherzyku antralnym trwa
w stadium diktiotenu dzieki utrzymywaniu si¢ w jego cytoplazmie wysokiego stezenia
cyklicznego AMP, ktéry posrednio dziata inaktywujaco na czynnik MPF (M-phase promoting
factor). Wiadomo tez, ze farmakologiczne zablokowanie polaczen pomiedzy komorkami
pecherzyka lub wyizolowanie oocytu ze wzgorka jajonosnego skutkuje wznowieniem mejozy.
Wysnuto stad wniosek, iz komorki ziarniste hamuja przedwczesne dojrzewanie oocytu dzigki
przekazywaniu do jego cytoplazmy cAMP poprzez liczne zlacza szczelinowe. Zwiazane z
rozpraszaniem wienca promienistego zamykanie tych polaczen powoduje natomiast spadek
stezenia cAMP we wnetrzu oocytu, odblokowanie MPF i podjecie podziatu [33, 55, 67].
Ostatnio hipoteza ta zostata jednak poddana w watpliwos¢, gdy okazalo sie, ze decydujacy
wklad w utrzymanie hamujacego stezenia cAMP w oocycie ma jego wlasna aktywnosé
syntetyczna [33, 67]. Wykazano ponadto, ze poprzedzajacy wznowienie podziatu spadek ilosci
cAMP w cytoplazmie oocytu nie zalezy ani od aktywagji biatka G,, ani od wzrostu stezenia
jonéw Ca®" [32]. Poszukuje sie wiec innych drég oddziatywania komorek ziarnistych na
dojrzewanie oocytu. Ogromne znaczenie zlacz szczelinowych w tym procesie wydaje sie
jednak bezsporne.

3. CZYNNIKI REGULUJACE EKSPANSJE
KOMOREK ZIARNISTYCH WZGORKA JAJONOSNEGO

W warunkach in vitro ekspansje wyizolowanych komplekséw oocytu z komor-
kami ziarnistymi wywota¢ mozna poprzez zadziatanie FSH [7, 51]. In vivo proces
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ten indukowany jest jednak poprzedzajacym owulacje wyrzutem LH. Niezwykle
ograniczona ekspresja receptorow LH w komoérkach wienca promienistego [42], a
takze niereagowanie wyizolowanych kompleksow oocytu z komérkami folikularnymi
na stymulacje LH in vitro [7] sugeruja, ze gonadotropina ta wywiera swoj efekt
przede wszystkim w sposob posredni. Jednym z bardzo istotnych posrednikow
okazala si¢ prostaglandyna E, (PGE,), ktéra stymuluje komorki ziarniste cumulus
oophorus do rozpraszania i syntezy kwasu hialuronowego in vitro [9]. Samice myszy
pozbawione aktywnosci genu Cox-2 (cyklooksygenazy 2 kontrolujacej synteze
prostaglandyn) lub genu receptora PGE, charakteryzuja si¢ nieprawidtowym rozpra-
szaniem wienca promienistego i powaznymi zaburzeniami owulacji [5, 18], co
potwierdza znaczenie prostaglandyny E, w przebiegu tych procesow.

Inna droga rozpowszechniania si¢ sygnalu LH w pecherzyku przedowulacyjnym
jest synteza przez muralne komorki ziarniste peptydow, nalezacych do rodziny
naskorkowych czynnikow wzrostu — EGF (epidermal growth factor): amfireguliny,
epireguliny i S-celuliny. Czynniki te taczac si¢ ze swoimi receptorami na powierzchni
komorek wienca promienistego pobudzaja intensywne wytwarzanie substancji migdzy-
komodrkowej oraz wptywaja na dojrzewanie oocytu [4, 41, 54]. Analiza ekspresji
gendw w komodrkach ziarnistych pecherzyka jajnikowego w okresie bezposrednio
poprzedzajacym owulacje wykazala, ze geny amfireguliny, epireguliny i B-celuliny
sa aktywne nie tylko w warstwie granulozy Sciennej, lecz takze w komorkach

[Tl
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RYCINA 2. Ekspansja komérek ziarnistych cumulus oophorus. Pod wptywem fali LH w
przedowulacyjnym pecherzyku jajnikowym nast¢puje wzmozona synteza prostaglandyny E, (PGE,),
naskorkowych czynnikéw wzrostu (EGF) oraz czynnikéw z nadrodziny TGF-3. Czynniki te stymuluja
komorki ziarniste wzgorka jajonosnego do wydzielania kwasu hialuronowego (HA), czasteczek PTX3,
TSG-6 i wersikanu, ktore wspolnie z pochodzacymi z krwi fancuchami cigzkimi inter-alpha-inhibitorow
trypsyny (ITI) tworza obfita macierz pozakomorkowa. Oocyt otoczony rozproszonymi komorkami
wienca promienistego odrywa si¢ od warstwy ziarnistej Sciany pgcherzyka i jest gotowy do owulacji
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otaczajacych oocyt. Te naskérkowe czynniki wzrostu stymuluja wigc proces ekspan-
sji zardwno poprzez oddziatywania parakrynne, jak i autokrynne [17].

Wazna role w utrzymaniu prawidlowego funkcjonowania strefy ziarnistej pecherzy-
ka jajnikowego odgrywa roéwniez oocyt, ktory nie tylko odpowiada na sygnaty
pochodzace od komoérek somatycznych, ale sam wptywa na otoczenie migdzy innymi
poprzez sekrecje hormonoéw peptydowych i czynnikow wzrostu [4, 6, 31]. Ekspery-
menty in vitro udowodnily, ze u myszy obecno$¢ oocytu jest absolutnie niezbedna
do podjecia przez komorki wienca promienistego syntezy kwasu hialuronowego i
do ich rozproszenia [49, 50]. Komorki folikularne samic szczura, krowy i $wini udato
si¢ wprawdzie rozproszy¢ bez udziatu oocytdéw, lecz wiadomo, ze oocyty tych
gatunkéw rowniez wydzielaja czynniki sprzyjajace mucyfikacji [12]. Prawdopodobnie
naleza one do nadrodziny transformujacych czynnikow wzrostu 8 (TGF-3). Wykaza-
no, ze bedacy czlonkiem tej rodziny czynnik wzrostu i réznicowania 9 (GDF-9)
sprzyja wlasciwemu formowaniu substancji migdzykomorkowej cumulus oophorus
dzigki pobudzaniu ekspresji wielu genéow odpowiedzialnych za ten proces, migdzy
innymi Has-2 (syntazy hialuronianowej 2), Ptx3 (pentraksyny 3), 75g-6 (tumor
necrosis factor stimulated gene 6) i Cox-2/Ptgs2 (cyklooksygenazy 2 zwanej
réwniez syntaza prostaglandynowa 2). GDF-9 zapobiega ponadto luteinizacji komérek
ziarnistych otaczajacych oocyt dzigki blokowaniu w nich ekspresji receptoréw LH.
Moze takze stabilizowa¢ macierz migdzykomorkowa wzgdrka jajonosnego chroniae
ja przed dzialaniem proteaz. Wiadomo bowiem, ze GDF-9 hamuje ekspresje aktywa-
tora urokinazy plazminogenu — uPA (urokinase plasminogen activator), ktora
wzrasta pod wplywem FSH w komorkach warstwy ziarnistej Sciany pecherzyka.
Oddziatywanie GDF-9 na struktur¢ wzgoérka jajonosnego wzmacniane jest dzigki
innym czynnikom pochodzacym z oocytu. Wymieni¢ tu nalezy przede wszystkim
BMP-15 i 6 oraz aktywing [6, 12, 31].

4. BUDOWA SUBSTANCJI MIEDZYKOMORKOWEJ
WIENCA PROMIENISTEGO

Podstawowym skladnikiem substancji migdzykomoérkowej w pelni rozproszonego
wienica promienistego jest kwas hialuronowy, ktory wystepuje w nim w koncentracji
0,5-1,0 mg - ml™' [47,71]. Obliczono tez, ze u chomika syryjskiego w jednym kompleksie
oocytu z komorkami ziarnistymi znajduje si¢ okoto 11 ng tego kwasu [52]. Kwas
hialuronowy jest glikozaminoglikanem zbudowanym z powtarzajacych si¢ jednostek
disacharydowych. Pojedyncza jednostka skltada si¢ z kwasu glukuronowego (GIcUA)
oraz N-acetyloglukozoaminy (GlcNac). Wszystkie wigzania glikozydowe w tancuchach
kwasu hialuronowego sa typu 3: 1-3 pomiedzy GIcUA a GlcNac oraz 1-4 pomiedzy
GlcNac a GlcUA. Kwas hialuronowy tworzy dhlugie, nierozgalezione, polianionowe
tancuchy, ktére sa syntetyzowane na wewnetrznej powierzchni blony cytoplazmatycznej
komorek przy udziale enzymu syntazy hialuronianowej, a nastgpnie wydzielane do
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przestrzeni miedzykomorkowej [47, 59]. Lancuchy kwasu hialuronowego facza sie z
komérkami ziarnistymi poprzez receptory CD44 [71].

Pozostale glikozaminoglikany (GAG) wystepujace w substancji pozakomdrkowej
wienica promienistego sa powiazane kowalencyjnie z bialkami tworzac proteoglikany.
W grupie tej na szczegdlng uwage zastuguje proteoglikan wersikan. Nalezy on do
czastek, ktore wigzac kwas hialuronowy wplywaja na prawidtowa strukture, integral-
no$¢ i elastycznos¢ macierzy miedzykomodrkowej. Zarodki myszy z wytaczona eks-
presja genu kodujacego biatkowy rdzen wersikanu zamieraja z powodu zaburzen
rozwoju serca. Identyczny fenotyp obserwuje si¢ u myszy pozbawionych aktywnego
genu syntazy hialuronianowej 2. Swiadczy to o fundamentalnym znaczeniu zaréwno
kwasu hialuronowego, jak i wersikanu w przebiegu rozwoju zarodkowego, ale takze
o bliskim powiazaniu funkcjonalnym obu tych molekut [45, 46]. Biatko wersikan wiaze
si¢ z kwasem hialuronowym domeng N-konicowa, podczas gdy jego lektynopodobna
domena C-konicowa ma zdolnos¢ laczenia si¢ z powierzchnia komorek lub innymi
sktadnikami macierzy. Biatko to kodowane jest przez pojedynczy gen, jednak dzigki
alternatywnemu skladaniu transkryptu na jego matrycy powstaje kilka izoform.
Izoforma V2 charakterystyczna jest dla tkanki nerwowej. Pozostate trzy warianty
wersikanu wystepuja w warstwie ziarnistej pecherzykow jajnikowych, szczegolnie
obficie pomigdzy rozproszonymi komérkami wzgdrka jajonosnego. Sa to: VO przyta-
czajacy dwa tancuchy glikozaminoglikanéw, V1 przylaczajacy jeden tancuch glikoz-
aminoglikanowy oraz V3 w ogole pozbawiony domen wiazacych GAG. Wiele
sposrod swoich cech wersikan zawdzigcza przylaczonym czastkom glikozamino-
glikandw bogatych w boczne tancuchy siarczanu chondroityny. Dzigki nim osiaga
on bardzo duza mase czasteczkowa (do 1600 kDa), wykazuje silny tadunek ujemny
oraz wlasnosci hydrodynamiczne [46].

Ogromna rolg w organizowaniu i stabilizacji substancji miedzykomorkowej wienca
promienistego odgrywaja takze czastki pochodzace z osocza krwi, nalezace do rodzi-
ny inter-alfa-inhibitoréw trypsyny — ITI (inter-alpha-trypsin inhibitor). Inter-alfa-
inhibitory trypsyny syntetyzowane sa w watrobie, skad zostaja uwolnione do krwi.
Skladaja sie z tancucha lekkiego: bikuniny oraz jednego lub dwoch sposréd trzech
genetycznie odrebnych tancuchow cigzkich: HC1, HC2 i HC3. Lancuchy cigzkie
przylaczone sa do bikuniny poprzez wiazanie estrowe. Pod wplywem poprze-
dzajacego owulacj¢ wyrzutu LH nastgpuje otwarcie bariery krew-pecherzyk jajni-
kowy. Umozliwia to szybki naptyw czasteczek I'TI do wnetrza pecherzyka i wbudo-
wanie ich fancuchéw cigzkich w formujaca si¢ macierz pozakomérkowa wzgorka
jajonosnego [1, 2, 61, 70, 71, 72]. Lancuchy cigzkie inter-alfa-inhibitoréw trypsyny
wiazane sa kowalencyjnie z czasteczkami kwasu hialuronowego w reakcji katali-
zowanej przez enzymy osocza krwi [72] oraz enzymy syntetyzowane w komorkach
ziarnistych [1]. Przebieg tej reakcji utatwia proteoglikan wersikan, ktory tworzy
poczatkowo z czasteczkami ITI przejsciowe polaczenia niekowalencyjne [71].

Jak zostalo wczesniej wspomniane, komorki ziarniste otaczajace oocyt zwarta warstwa
mozna pobudzi¢ in vitro do intensywnej syntezy kwasu hialuronowego i rozproszenia
dziatajac na nie FSH. Nasladuje si¢ w ten sposob naturalny proces zachodzacy w
pecherzyku przedowulacyjnym pod wplywem wysokiego stezenia LH. Jednak
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zsyntetyzowane w warunkach in vitro tancuchy kwasu hialuronowego formuja stabilng
substancje¢ migdzykomorkowa jedynie w obecnosci surowicy lub po prostu inter-alfa-
inhibitorow trypsyny. W przeciwnym wypadku dyfunduja one do pozywki hodowlane;j,
a kompleksy oocytéw z komorkami ziarnistymi pozostaja nierozproszone [2, 51].

Wyhodowanie myszy z wylaczona ekspresja genu bikuniny (Bik”") dostarczylo dalszych
dowodow potwierdzajacych fundamentalne znaczenie inter-alfa-inhibitorow trypsyny w
formowaniu stabilnej substancji miedzykomérkowej cumulus oophorus. Myszy Bik",
pomimo braku czasteczek ITI w krwioobiegu, rozwijaja si¢ catkowicie prawidlowo.
Jednak samice pozbawione obu funkcjonalnych kopii genu bikuniny sg nieptodne. Okazato
si¢, ze ekspansja komodrek wienica promienistego w odpowiedzi na wyrzut LH jest u
nich powaznie zaburzona. W wyniku tego komorki ziarniste odfaczaja sie od kompleksu
z oocytem jeszcze wewnatrz pecherzyka jajnikowego, a oocyty trafiajace do jajowodu
sa nieliczne i juz catkowicie pozbawione towarzyszacych im normalnie komorek
somatycznych. Oocyty takie pozostaja niezaptodnione, co wyjasnia bezplodnos¢ samic
Bik’ oraz stanowi dowdd na to, iz komérki folikularne otaczajace oocyt spetniaja wazna
role w fuzji gamet [72]. Analiza ekspresji genéw w jajnikach myszy Bik"~ wykazala, ze
funkcja czasteczek I'TI w przebiegu owulacji nie ogranicza si¢ jedynie do stabilizowania
macierzy pozakomorkowej wienca promienistego. Wplywaja one takze modulujaco na
aktywnos¢ transkrypeyjng wielu genow zwigzanych mniej lub bardziej bezposrednio z
dojrzewaniem pecherzykdw jajnikowych [61].

Kolejnymi czastkami niezbednymi do uformowania prawidlowej substancji miedzy-
komoérkowej rozpraszajacego si¢ wzgorka jajonosnego sa glikoproteiny TSG-6 oraz
PTX3, obie zaangazowane réwniez w reakcje immunologiczne organizmu. Badania
na myszach wykazaly, ze ekspresja genu 75g-6 (tumor necrosis factor stimulated
gene 0), znanego takze pod nazwa Tnfaip6 (tumor necrosis factor alpha-induced
protein 6), wzrasta raptownie w strefie ziarnistej pecherzykdéw jajnikowych pobudzo-
nych owulacyjna dawka hCG (human chorionic gonadotropin) [10, 38, 39, 45]. W
komorkach ziarnistych cumulus oophorus ekspresja ta utrzymuje si¢ na wysokim
poziomie az do momentu owulacji i w przeciwienstwie do gendw syntazy hialuronia-
nowej 2 oraz wersikanu uzalezniona jest od stezenia prostaglandyny E, w pecherzyku.
W jajnikach myszy pozbawionych aktywnych kopii genu Cox-2 lub genu receptora
PGE, wystepuje obnizony poziom zaréwno mRNA, jak i biatka TSG-6. By¢ moze
jest to jedna z podstawowych przyczyn zaburzen rozpraszania wienca promienistego
i nieplodnosci u tych samic [38, 39, 45]. Hipoteze ta potwierdza model myszy z
wylaczong ekspresja genu 73g-6, gdzie obserwuje si¢ podobne nieprawidlowosci w
formowaniu substancji taczacej komorki folikularne wzgodrka jajonosnego oraz problemy
z owulacja [38, 45]. Rola TSG-6 w ekspansji komérek wienca promienistego opiera
sie gléwnie na jego zdolnosci do wiazania hialuronianu oraz innych sktadnikéw macierzy
migedzykomodrkowej, przede wszystkim tancuchdéw ciezkich inter-alfa-inhibitorow
trypsyny. Jest bardzo prawdopodobne, iz czasteczki TSG-6 posrednicza w tworzeniu
potaczen kowalencyjnych pomiedzy tancuchami cigzkimi ITIL, a kwasem hialuronowym
[10, 38, 39, 45]. Inna postulowana funkcja TSG-6 jest ochrona macierzy przed
aktywnoscia enzymow proteolitycznych [10].
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Pentraksyna 3 — PTX3 (pentraxin 3) nalezy do rodziny tzw. dtugich pentraksyn.
Zbudowana jest z domeny C-koncowej homologicznej do krétkich pentraksyn, takich
jak biatko C-reaktywne (CRP) i surowiczy amyloid P (SAP) oraz unikatowej domeny
N-koncowej niewykazujacej homologii do zadnych innych znanych biatek. Lancuchy
PTX3 tacza si¢ z soba poprzez wiagzania dwusiarczkowe tworzac multimeryczne czastki
o duzej masie molekularnej. Pentraksyna 3 wydzielana jest przez réznorodne typy
komérek w odpowiedzi na bodzce prozapalne. Intensywna ekspresja genu Px3
zachodzi réwniez w rozpraszajacych si¢ komdrkach wzgodrka jajonosnego, a jego produkt
lokalizuje si¢ w syntetyzowanej obficie macierzy migdzykomodrkowej. PTX3 nie
wykazuje bezposredniego powinowactwa do kwasu hialuronowego. Wiazac si¢ jednak
z tancuchami cigzkimi inter-alfa-inhibitorow trypsyny oraz czasteczkami TSG-6 wplywa
na stabilnos¢ i odpowiednie usieciowanie substancji migdzykomodrkowej wienca
promienistego [11, 19, 29, 48, 53]. Wykazano, iz pentraksyna 3 wbudowywana jest
w postaci tetramerow i tylko taka jej forma pozwala na prawidlowa organizacje
pozostalych sktadnikow macierzy [19]. U samic myszy pozbawionych aktywnosci
genu Prx3 obserwuje si¢ nieprawidlowa ekspansje komorek ziarnistych wzgdrka
jajonos$nego. Ponadto odnajdywane w jajowodach owulowane oocyty tych samic
otoczone sa wprawdzie komorkami folikularnymi, ale komorki te zamiast typowego
promienistego ukladu tworza catkowicie beztadna mase, ktora bardzo szybko ulega
calkowitej dezintegracji. Oocyty myszy Ptx3” moga byé zapladniane in vitro, co
wskazuje na to, iz rozwijaja si¢ one prawidtowo przy braku czasteczek pentraksyny
3. Jednak in vivo oocyty takie nie ulegaja fuzji z plemnikami, a samice z mutacja
wykazuja catkowita lub prawie catkowita bezptodnosé¢ [11, 48]. Niedawno odkryto,
ze PTX3 wplywa na plodnos¢ samic myszy jeszcze w inny sposob. Mianowicie
glikoproteina ta syntetyzowana jest przejSciowo w macicy, w okresie bezposrednio
poprzedzajacym implantacje zarodkdéw i przyczynia si¢ znaczaco do pomysinego
przebiegu tego waznego procesu [11, 29].

Jak wykazano powyzej, brak ktérejkolwiek z molekut wigzacych i stabilizujacych
fancuchy kwasu hialuronowego skutkuje zaburzeniami ekspansji komorek ziarnistych
wzgorka jajonosnego, a w konsekwencji problemami z owulacja i/lub zaptodnieniem
oocytow. Okazuje si¢ jednak, iz nadmierna synteza niektdrych sktadnikoéw substancji
migdzykomodrkowej rozproszonego wienica promienistego moze by¢ rownie szkodliwa.
U myszy z wylaczong ekspresja genu receptora prostaglandyny E, (Ptger2™) ko-
morki wiefica promienistego wydzielaja wieksze w poréwnaniu ze zwierzetami
kontrolnymi ilosci cytokin o dziataniu autokrynnym, zwlaszcza cytokiny CCL7.
Powoduje to nadmierna syntez¢ i wbudowywanie w substancje migdzykomorkowa
integryn, ktére w tak duzym stezeniu uniemozliwiaja plemnikom penetracje¢ strefy
komorek folikularnych otaczajacych oocyt [64].

Substancja wystepujaca pomiedzy rozproszonymi komorkami ziarnistymi wzgorka
jajonosnego ma bardzo zlozong budowe, a kontynuowane nadal badania nad jej
struktura prowadza do odkrywania kolejnych komponentéw. Na przyktad u szczuréw
w macierzy migdzykomodrkowej wzgorkow jajonosnych wykazano ostatnio obecnosé
biatka wiazacego hialuronian 1 — HABP1 (hyaluronan binding protein 1), ktore
wytwarzane jest przez komorki ziarniste w odpowiedzi na przedowulacyjna stymu-
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lacje hormonalng [66]. Natomiast w mysich oraz ludzkich komérkach wienca
promienistego wykryto obecnos¢ zarowno mRNA, jak i samego antygenu CD52.
Jego czasteczki lokalizuja si¢ takze w substancji migdzykomorkowej kompleksow
oocytow z komorkami ziarnistymi i prawdopodobnie maja swdj udziat w przebiegu
zaplodnienia. Do tej pory czastki CD52 kojarzono przede wszystkim z meskimi
drogami plciowymi, gdzie zachodzi ich synteza oraz wbudowywanie w btony
plemnikdw. Antygeny CD52 pobudzaja przeciwciata, ktore moga wplywaé na
funkcjonowanie meskich komdrek rozrodczych. Sa one najczestsza przyczyna
nieplodnosci na tle immunologicznym. Znaczenie CD52 zidentyfikowanych w
ostonach jajowych jest na razie niejasne [16].

5. ROLA KOM()REK ZIARNISTYCH
I SUBSTANCJI MIEDZYKOMORKOWEJ OTACZAJACYCH
OWULUJACY OOCYT

W odpowiedzi na przedowulacyjna fale LH w pecherzyku jajnikowym zachodzi
szereg zmian, ktore ze wzgledu na ogromne podobienstwo aktywowanych gendw,
czastek sygnatowych i enzymdéw pordwnuje si¢ do procesu zapalnego. Wraz z
rozproszeniem komorek ziarnistych wzgdrka jajonosnego nastepuje wzrost ilosci ptynu
wewnatrz pecherzyka wywolany zwickszona przepuszczalnoscia naczyn krwionos-
nych, a takze sekrecja proteaz przez muralne komorki ziarniste oraz komorki theca.
Enzymy proteolityczne powoduja degradacje Sciany pecherzyka w jego czesci
apikalnej oraz lokalne nadtrawienie blon pokrywajacych jajnik. Skurcz komorek
migsni gladkich ostonki prowadzi do peknigcia pecherzyka i wypchnigcia oocytu wraz
z komorkami wienca promienistego do jamy ciata [46, 71]. Porownanie owulacji do
procesu zapalnego nabrato duzo szerszego wymiaru, gdy wykryto, iz towarzyszy jej
ekspresja w komodrkach ziarnistych pecherzyka licznych gendw charakterystycznych
dla komérek zwigzanych z odpornoscia wrodzong. Na powierzchni komérek ziarnis-
tych pojawiaja si¢ miedzy innymi receptory rozpoznajace patogeny — PRR (patho-
gen-recognition receptor), ktore maja zdolnos¢ odrozniania struktur wlasnych
organizmu od struktur obcych lub wlasnych nieprawidtowych. W grupie tej wymienié
nalezy przede wszystkim receptory TLR (7oll-like receptors) oraz wspomagajace
je czastki, takie jak CD14 i czynnik dopelniacza Clq. W jajniku ligandami aktywu-
jacymi receptory TLR wydaja si¢ by¢ przede wszystkim czasteczki kwasu hialuro-
nowego, ktore w formie spolimeryzowanej promuja przetrwanie komorek, a w
postaci krotkich fragmentéw pobudzaja wydzielanie cytokin, gldwnie interleukiny-6
(IL-6). Wykazano ponadto, iz komorki ziarniste przedowulacyjnych pecherzykow
jajnikowych mogg fagocytowac fragmenty patogendw i sktadnikow wilasnego organiz-
mu dzigki obecnosci na ich powierzchni receptoréw CD36, SCARB1 i SCARB2.
Okazuje si¢ wigc, ze komoérki somatyczne cumulus oophorus towarzyszace owulu-
jacemu oocytowi nie tylko tworza wokot niego fizyczng bariere ochronna, lecz takze
spehniaja szereg funkcji wlasciwych dla systemu odpornosci wrodzonej [28, 44, 56].
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Rozproszenie komoérek wienca promienistego jest konieczne, aby oocyt mogt
zosta¢ uwolniony z pecherzyka jajnikowego. Rola otaczajacych oocyt komorek
ziarnistych i laczacej je substancji pozakomorkowej nie konczy sie jednak w
momencie owulacji. Przede wszystkim dzigki nim owulowany oocyt jest wychwyty-
wany przez lejek jajowodu. Liczne eksperymenty na chomikach udowodnity, ze
zaréwno kwas hialuronowy, jak i komponenty biatkowe wystepujace pomiedzy
komorkami wienca promienistego tacza si¢ selektywnie z rzgskami pokrywajacymi
lejek. W wyniku tych interakcji kompleks oocytu z komérkami ziarnistymi przesuwa
si¢ do ujscia jajowodu. Nierozproszone, ubogie w macierz pozakomorkowa kompleksy,
a takze oocyty pozbawione towarzyszacych im komorek somatycznych nie wykazuja
zdolnosci wigzania sie z lejkiem jajowodu i nie sg transportowane do jego wnetrza
pomimo intensywnych ruchow rzesek [27, 62, 65]. Interakcje pomigdzy komorkami
folikularnymi a nablonkiem wyscielajacym jajowod odgrywaja rowniez role w dalszej
wedréwcee oocytu do miejsca zaptodnienia oraz w rozszerzaniu si¢ Scian tworzacych
ampulle (banke jajowodu) [28, 44]. Trudno ustali¢ jak znaczna jest to rola, jednak
obserwacje fenotypu samic myszy pozbawionych funkcjonalnego genu Prx3 sugeruja,
ze nie mozna jej lekcewazy¢. U myszy Prx3™", ktore charakteryzuja sig, jak juz
wspomniano, niestabilno$cia macierzy taczacej komorki wiefica promienistego i
szybka jego dezintegracja, jajowdd nie tworzy charakterystycznego dla fazy
postowulacyjnej rozszerzenia, a oocyty rozpraszaja si¢ w nim w sposob catkowicie
przypadkowy zamiast skupia¢ si¢ w jednym, okreslonym miejscu [28, 44, 48].

U wigkszosci ssakow komorki wienica promienistego wraz z bogata w kwas
hialuronowy substancja pozakomoérkowa pozostaja wokol oocytow jeszeze przez
wiele godzin po owulacji. Ich obecnos¢ jest bardzo wazna dla pomys$lnego przebiegu
zaplodnienia [65, 69]. Poczatkowo nie doceniano udzialu komorek folikularnych w
procesie taczenia si¢ gamet, poniewaz in vitro oocyty pozbawione warstwy ziarnistej
moga by¢ z powodzeniem zapladniane [48]. W zrozumieniu znaczenia wienca
promienistego dla zaptodnienia bardzo pomocne okazaly si¢ znowu myszy z muta-
cjami powodujacymi zaburzenia ekspansji komoérek ziarnistych cumulus oophorus
(Bik’~ oraz Ptx37). Oocyty tych myszy pozostaja niezaptodnione tylko dlatego, iz
nie otacza ich w jajowodzie warstwa komorek ziarnistych. Fakt ten Swiadczy dobitnie
o roli wienca promienistego w procesie zaplodnienia in vivo [48, 72]. To, ze w
warunkach fizjologicznych obecnos¢ komorek pecherzykowych wokdt oocytdw jest
tak wazna dla pomys$lnego przebiegu zaptodnienia, wynika prawdopodobnie stad, iz
do banki jajowodu dociera bardzo niewielka liczba plemnikéw. Potrzebne staja sie
wiec dodatkowe mechanizmy ulatwiajace zblizenie gamet [48].

Powstalo wiele teorii wyjasniajacych, w jaki sposob komorki i substancja pozakomorkowa
wienca promienistego moga oddzialywaé na plemniki sprzyjajac przebiegajacej w jajowodzie
fuzji gamet. Przede wszystkim wykazano, ze macierz miedzykomérkowa wienca
promienistego wychwytuje bardzo nieliczne w ampulli plemniki, a promienisty uklad jego
skladnikéw ulatwia wedrowke gamet meskich w kierunku oocytu. Plemniki przechodzace
przez warstwg ziarnista reaguja nie tylko na bodzce mechaniczne, lecz rowniez na subtelne
sygnaly natury chemicznej pochodzace od komoérek pecherzykowych. Komorki te wydzielaja
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chemoatraktanty, ktore tworzac odpowiedni gradient stezenia kieruja plemniki w poblize oocytu
[65, 69]. Glownym chemoatraktantem wydzielanym przez komorki ziarniste cumulus
oophorus okazal si¢ by¢ progesteron [13, 40].

Inng postulowang funkcja wienica promienistego jest tworzenie mikrosrodowiska,
ktére sprzyja kapacytacji i reakcji akrosomowej plemnikow [15, 65, 69]. Wiadomo,
ze przedostajace si¢ do ampulli plemniki ulegaja kapacytacji juz w poczatkowym
odcinku jajowodu. Jedynie przebycie tego zlozonego procesu przemian fizjologicznych
pozwala im na odfaczenie si¢ od nablonka jajowodu i dotarcie do miejsca zapltodnienia
[60, 63]. Rola komorek folikularnych polega¢ wigc moze bardziej na poglebianiu
kapacytacji gamet meskich niz na indukcji tego procesu [65, 69]. Udowodniono, ze
kwas hialuronowy substancji migdzykomoérkowej wienica promienistego taczac sie
do specyficznych receptorow powierzchniowych zwieksza ruchliwos¢ plemnikow
[23], a takze prowadzi do wzrostu stezenia jonow wapnia w ich cytoplazmie [3].
Hiperaktywacja umozliwia gametom meskim sforsowanie zwartej warstwy komorek
ziarnistych. Podwyzszone wewnatrzkomérkowe stezenie Ca’* przyspiesza natomiast
zajscie reakcji akrosomowej pod wplywem potaczenia gtéwki plemnika z glikopro-
teinami oslony przejrzystej. Ostatnie badania wykazatly, ze wystepujacy pomigdzy
komoérkami pecherzykowymi hialuronian stymuluje plemniki oddziatujac na nie
réwniez w sposob posredni. Mianowicie pod wplywem hialuronidazy plemnikow kwas
hialuronowy obecny w macierzy migdzykomodrkowej wienca promienistego jest cigty
na krotkie fragmenty. Fragmenty te wiaza si¢ do receptorow TLR2 i TLR4 na
powierzchni komoérek ziarnistych i pobudzaja je do wydzielania chemokin, takich jak
CCL4 i CCLS5. Chemokiny te z kolei tacza sie do wlasciwych sobie receptoréw w
btonach plemnikow powodujac wzrost ich ruchliwosci [28, 44, 57].

Czasami wspomina si¢ o roli wienca promienistego w selekcjonowaniu plemnikoéw
bioracych udzial w zaptodnieniu [47, 65, 69]. Eksperymenty in vitro udowodnily, ze
gamety meskie wykazujace nieprawidlowosci morfologiczne i funkcjonalne sa bardzo
skutecznie zatrzymywane przez warstwe komorek ziarnistych i niedopuszczane w
poblize oocytu [25]. In vivo podstawowa bariera selekcjonujaca plemniki jest jednak
cie$n maciczno-jajowodowa [26, 35]. Gamety meskie przybywajace do banki jajowodu
nie wykazuja juz zwykle zaburzen i w zwiazku z tym w warunkach naturalnych
znaczenie wienca promienistego jako bariery selekcyjnej wydaje si¢ drugorzedne.

Warto na koniec nadmieni¢, iz zlepione glikoproteinowa substancja komorki
ziarniste moga sprzyja¢ procesowi zaptodnienia nie tylko poprzez interakcje z
plemnikami, ale takze poprzez wptywanie na stan cytoplazmy, mitochondriéw oraz
ostony przejrzystej oocytu [34, 65, 68, 69].

6. PODSUMOWANIE

Ekspansja komorek ziarnistych wzgorka jajonosnego jest jednym z procesow
zachodzacych w pecherzyku jajnikowym pod wptywem przedowulacyjnego wyrzutu
LH. Dzigki syntezie obfitujacej w kwas hialuronowy macierzy komorki somatyczne
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wzgorka jajonosnego rozsuwaja si¢, a nastgpnie odrywaja wraz z oocytem od
warstwy ziarnistej sciany pecherzyka. Obserwacje fenotypdw myszy z wylaczong
ekspresja roznorodnych gendw regulujacych rozproszenie wienica promienistego
wykazaly, ze proces ten jest bezwzglednie konieczny dla pomyslnej owulacji, a
uformowanie prawidlowej, stabilnej substancji miedzykomdrkowej odgrywa w nim
decydujaca rolg. Substancja ta tworzy wraz z komorkami pecherzykowymi elastycz-
ng strukture otaczajaca oocyt, ktora towarzyszy mu nie tylko podczas owulacji, ale
rowniez podczas wedrowki do banki jajowodu oraz zaptodnienia, spetniajac wiele
waznych funkcji. Wszelkie nieprawidlowosci w przebiegu ekspansji komorek
ziarnistych wzgorka jajonosnego prowadza do powaznych zaburzen owulacji i/lub
zaplodnienia zaréwno u ludzi, jak i zwierzat. Dlatego tez szczegotowe poznanie
mechanizméw oraz czasteczek bioracych udzial w tym procesie moze by¢ bardzo
pomocne przy leczeniu niektorych form bezptodnosci.
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