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MOZLIWOSCI PRZYWRACANIA I UTRZYMANIA ‘JAKOSCI MITOCHONDRIOW
W OOCYTACH SSAKOW

WSTEP

Na podstawie dotychczasowych obser-
wacji organizméw modelowych wiadomo, ze
wiekszos¢ mutacji somatycznych gromadzi
sie w komoérkach wprost proporcjonalnie
do wieku (MOSKALEV i wspoétaut. 2013). W
przypadku wystapienia mutacji w komor-
kach rozrodczych, moga by¢ one przekazy-
wane z pokolenia na pokolenie, a schemat
ten znajduje takze swoje odzwierciedlenie w
ludzkim organizmie (ACUNA-HIDALGO i wspol-
aut. 2016). Stwierdzono, ze wraz z wiekiem
u kobiet rosnie poziom stresu oksydacyjne-
go w oocytach, co skutkuje dysfunkcja mi-
tochondriow i koreluje ze wzrostem liczby
uszkodzen oraz mutacji w mitochondrialnym
DNA. Z biegiem czasu obserwuje sie rowniez
zmniejszenie liczby kopii mitochondrialnego
DNA (mtDNA) (BABAYEV i SELI 2015).

Mitochondrialny DNA jest gléwnym ce-
lem dla mutacji somatycznych zwigzanych
z procesem starzenia. Za gléwne przyczy-
ny uszkodzen mtDNA uznaje sie utleniaja-
ce mikrosrodowisko mitochondriow i brak
ochrony zapewnianej przez histony (LINNANE
i wspotaut. 1989). Dodatkowo, genom mi-
tochondrialny nie posiada tak wydajnych
systemow naprawczych jak genom jadro-
wy, co zwieksza jego podatnoS¢ na stopnio-
we gromadzenie sie w nim mutacji (LARS-
SON 2010). Uszkodzenia mitochondriéw,
glownych centrow energetycznych komorki,
moga prowadzi¢ do dysfunkcji tancucha od-
dechowego, stanowigc przyczyne wielu ludz-
kich choro6b.

Choroby mitochondrialne obejmuja za-
burzenia neurologiczne, miopatie, cukrzyce
i wiele endokrynopatii (ZEVIANI i DI DONATO
2004). Badania na mysim modelu potwier-
dzity, ze zaburzenia w mechanizmach na-
prawy DNA przysSpieszaja procesy starzenia
oraz leza u podstaw ludzkich zespoléw cho-
robowych, takich jak zespél Wernera, zespot
Blooma, skoéra pergaminowa, trichotiodystro-
fia, zesp6t Cockayne’a i zespot Seckela (Ho-
EIJMAKERS 2009, MURGA i wspotaut. 2010,
GREGG i wspoétaut. 2013). Choroby mito-
chondrialne, takie jak zespot Kearnsa-Sayre
i zesp6t Pearsona, sa wynikiem rearanzacji
mtDNA na duza skale, natomiast zespot
MELAS (encefalopatia mitochondrialna), dzie-
dziczna neuropatia nerwu wzrokowego Lebe-
ra (LHON) i zespol MERRF sa powodowane
mutacjami punktowymi (ZEVIANI i DI DONATO
2004). W przypadku niedoboru koenzymu
Q10 i zespolu Bartha mutacji ulegaja geny
kodujace enzymy fosforylacji oksydacyjnej
kodowane w mtDNA (ZEVIANI i DI DONATO
2004). Dotychczasowe badania populacyj-
ne ujawnily, ze przynajmniej jedna osoba
na dwiescie niesie mutacje mitochondrialne,
ktore potencjalnie zdolne sa powodowac po-
wazne choroby (ELLIOTT i wspoétaut. 2008).
Mimo tego rzeczywiste choroby mitochon-
drialne wystepuja w populacji ludzkiej w
znacznie nizszej proporcji (1:5000) i jest to
spowodowanie efektem maskowania mutacji
przez nienaruszone mitochondria (SCHON i
wspoélaut. 2012).

Wraz z wiekiem liczba mutacji gwaltow-
nie wzrasta, zaréwno w komorkach linii
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plciowej, jak i w komorkach somatycznych
(KHRAPKO i TURNBULL 2014). Wiadomo, ze
mutacje mitochondrialne negatywnie wply-
waja na plodnos¢ i moga przyczyniaé sie
do utraty rezerwy jajnikowej i przedwcze-
snej menopauzy (WANG i SUN 2007). Przy-
puszcza sie, ze linia komorek plciowych
ma mechanizmy pozwalajace na ogranicze-
nie liczby mutacji w obrebie genomu mito-
chondrialnego przekazywanego potomstwu,
ktére jednak nie sa w stanie wyeliminowac
wszystkich nieprawidlowosci (MARLOW 2017).
Dla polepszenia plodnosci cztowieka poszu-
kuje sie sposobow wspomagania pracy mi-
tochondriow lub usuwania zmutowanych ko-
pii mtDNA z linii plciowej. Badania na tym
polu sa jednak wciaz bardzo ograniczone ze
wzgledu na zasadnicze luki w znajomosci
procesow regulujacych aktywnosc¢, replikacje
czy dziedziczenie mitochondrialnego DNA.
Dlatego mozliwosci dzialania w przypadku
wystepowania powaznych nieprawidlowosci
w genomie mitochondrialnym ograniczaja sie
gtownie do suplementacji antyoksydantami i
inwazyjnych technik transferu genomu po-
miedzy komorkami.

DIETA A STAN MITOCHONDRIOW

Oocyty przetrzymywane poza organizmem
narazone sa na dzialanie Srodowiska hi-
peroksydacyjnego, czego konsekwencja jest
powstawanie reaktywnych form tlenu (RFT)
(COMBELLES i wspoélaut. 2009). Jest to zja-
wisko niekorzystne, zwlaszcza z punktu wi-
dzenia technik wspomaganego rozrodu (ART)
obejmujacych manipulacje oocytami czy tez
hodowle oocytéw i zarodkéw in vitro. Mimo
wszystko, pewien zakres poziomu RFT ge-
nerowanych w takich warunkach jest tole-
rowany w krotkiej perspektywie czasowej i
komoérka radzi sobie utrzymujac stan home-
ostazy RFT dzieki aktywnosci enzyméw an-
tyoksydacyjnych, takich jak: dysmutaza po-
nadtlenkowa, katalaza czy peroksydaza glu-
tationowa, oraz produkcji czasteczek antyok-
sydacyjnych jak np. zredukowany glutation
(IKEDA 1 wspoétaut. 2014). Wiadomo jednak,
ze przekroczenie krytycznego poziomu RFT w
plynie pecherzykowym wywoluje zaburzenia
w rozwoju przysztego zarodka (LIM i LUDERER
2011). Niedobor w diecie antyoksydantéw,
takich jak witamina E, prowadzi do wzro-
stu poziomu RFT w jajniku, degeneracji pe-
cherzykow jajnikowych, hipertrofii komoérek
ziarnistych i spadku masy macicy u myszy
(RUDER i wspotaut. 2009). Podawanie anty-
oksydantéw dorostym samicom myszy moze
odwlec w czasie wystgpienie zaburzen mi-
tochondrialnych w oocytach oraz zwiekszac
liczbe owulowanych oocytéw (TARIN i wspol-
aut. 2002). Ponadto, antyoksydanty stymu-

luja uwalnianie gonadotropin z przysadki, co
ma dodatkowy pozytywny wplyw na plod-
nos¢ (RUDER i wspoétaut. 2009). Niestety ko-
rzystne efekty dzialania antyoksydantéw ob-
serwowano zwykle dopiero po zastosowaniu
duzych dawek lub po dlugim czasie (TARIN
i wspoétaut. 2002, RUDER i wspétaut. 2009).
Stwarza to ryzyko skutkow ubocznych przy
probach stosowania takich terapii u ludzi.
Dla przykladu, duze dawki witaminy A dzia-
laja embriotoksycznie i teratogennie. Z kolei
wysokie dawki innego antyoksydantu, jakim
jest witamina C, moga hamowac jajnikowaq
steroidogeneze, zmniejszac¢ ptodnosc¢, podno-
si¢ prawdopodobienstwo utraty ciazy, a tak-
ze uszkadzaé¢ nerki (TARIN i wspoétaut. 1998).
Ponadto, utrzymanie odpowiedniego poziomu
RFT jest konieczne dla proliferacji komoérek
zrebowych pecherzykow jajnikowych pelnig-
cych funkcje steroidogenne (DULEBA i wspol-
aut. 2004). Co wiecej, wiele badan wskazu-
je, ze odpowiednia ilo§¢ reaktywnych form
tlenu jest rowniez niezbedna do wznowienia
mejozy w oocytach, a wejScie komorek w
stadium metafazy I (MI) moze by¢é hamowa-
ne przez podawanie antyoksydantow (RUDER
i wspolaut. 2009). Wiadomo, ze pewien po-
ziom reaktywnych form tlenu jest tez ko-
nieczny do prawidlowego funkcjonowania
calego organizmu. Dlatego jako przyczyne
wzrostu liczby uszkodzen komorkowych be-
dacych wynikiem dziatania RFT wskazuje sie
raczej postepujaca z wiekiem utrate zdolno-
Sci do utrzymania homeostazy RFT, co jest
konsekwencja zwiazanego z wiekiem spadku
ekspresji genéw bialek antyoksydacyjnych
(Lim i LUDERER 2011). Wydaje sie wiec, ze
jedng z gléwnych rél w utrzymaniu jakosci
oocytow odgrywa ochrona stanu mitochon-
driow w dlugiej perspektywie czasowe;j.
Dojrzewanie mejotyczne jest etapem roz-
woju oocytow obejmujacym pierwszy po-
dzial mejotyczny, definiowanym jako wzno-
wienie podzialu mejotycznego przez oocyty
zablokowane w profazie I, do osiagniecia
stadium metafazy II. Procesowi temu towa-
rzyszy rozpad otoczki jadrowej, przegrupo-
wanie cytoszkieletu i formowanie sie wrze-
ciona podzialowego, zachodzi réwniez szereg
procesow przygotowujacych oocyt do wtasci-
wej odpowiedzi na penetracje przez plemnik
i podtrzymania wczesnych stadiéow rozwoju
(GREENSTEIN 2005). Niedtugo przed podje-
ciem dojrzewania mejotycznego oocyty staja
sie transkrypcyjnie nieaktywne i w tym sta-
nie ATP jest potrzebny tylko do utrzymania
podstawowych funkcji zyciowych komorki i
formowania sie wrzeciona podzialowego (BA-
IRD i wspotaut. 2005). Zgodnie z tym mode-
lem, myszy z insulinoopornoscia, cukrzyca i
otyloscia, a wiec chorobami metabolicznymi
zaburzajacymi status energetyczny komorki,
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cechuja sie wzrostem liczby oocytow o nie-
prawidlowo uformowanym wrzecionie podzia-
lowym, wyzszym poziomem aneuploidii, z
jednoczesnym wzrostem liczby defektywnych
mitochondriéw (WANG i wspétaut. 2009). Cu-
krzyca 1 hiperglikemia wystepujaca przed
rozpoczeciem ciazy i/lub w okresie cia-
zy prowadza do obnizenia ptodnosci kobiet
(AMARAL i wspolaut. 2008). Ponadto, pacjent-
ki z insulinoopornoscia i hiperinsulinemia sa
obarczone wyzszym ryzykiem niepowodzen w
implantacji zarodka i utraty ciazy z powodu
niskich kompetencji rozwojowych oocytow
(Ou i wspétaut. 2012). Badania nad efek-
tywnoscia transferu zarodkéw pochodzacych
badz z oocytéow autologicznych lub od daw-
czyn wykazaly, ze otylos¢ drastycznie obniza
mozliwosci zajScia w ciaze (LUKE i wspélaut.
2011). W badaniach tych przeanalizowano
efekty ponad 45.000 transplantacji zarod-
ka w technikach wspomaganego rozrodu i
wykazano, ze przeszczepienie zarodka uzy-
skanego z oocytu otylej kobiety (przeszczep
autologiczny) nie poprawia szansy na uzy-
skanie ciazy, natomiast przeszczep zarodka
pochodzacego z oocytu szczuptej dawczy-
ni (przeszczep allogeniczny) podnosi szanse
na zajScie w ciaze (LUKE i wspoétaut. 2011).
Zjawisko to moze byc¢ zwiazane z jakoScia
mitochondriéw. Badania na modelu mysim
wskazuja, ze oocyty samic, u ktorych indu-
kowano sztucznie otylos¢ maja zaburzenia
zarowno w ultrastrukturze mitochondriow,
jak i ich rozmieszczeniu w cytoplazmie.
Co ciekawe, oocyty takich myszy posiadaja
wieksza liczbe kopii mtDNA, z jednoczesnie
duzo nizszym poziomem ATP i ponad dwu-
krotnie wyzszym poziomem RFT (WANG i
wspotaut. 2009). Dlatego dieta matki moze
odgrywac znaczaca role w profilaktyce utrzy-
mania plodnosci i zapobiega¢ utracie jakosci
mitochondriéw i samych oocytéw w starzeja-
cych sie jajnikach. Dla przykladu, dieta bo-
gata w thuszcz przyspiesza utrate pecherzy-
kow jajnikowych, prowadzac do przedwcze-
snej niewydolnosci jajnikéw (POF) (WANG i
wspoétaut. 2014). Ponadto, przy zastosowaniu
takiej diety obserwuje sie zaburzenia w licz-
bie i wielkosci grzebieni mitochondrialnych
oraz wzrost poziomu aneuploidii (LUzzo i
wspolaut. 2012). W przeciwny sposob dziata
obnizenie kalorycznosci pozywienia. Wiado-
mo, ze redukcja kalorycznosci o 40% tagodzi
wiele powiklan zdrowotnych zwiazanych z
wiekiem (SELESNIEMI i wspétaut. 2011). Bar-
dzo ciekawe wyniki dotyczace mechanizmu
dzialania restrykcji kalorycznych przyniosty
badania skoncentrowane na PGC-la (ang.
proliferator-activated receptor coactivator-
la), ktory zaangazowany jest w biogeneze
mitochondriow, metabolizm glukozy/kwaséw
thuszczowych i proces fosforylacji oksydacyj-

nej (TATONE i wspoétaut. 2015). Uwaza sie, ze
za efekty restrykcji kalorycznych moze od-
powiada¢ m. in. PGC-la (LETTIERI BARBATO
i wspétaut. 2012). SELESNIEMI I WSPOLAUT.
(2011) stwierdzili, ze utrata genu koduja-
cego PGC-la zapobiega aneuploidii oocytow
i zaburzeniom budowy wrzeciona podzialo-
wego u starzejacych sie myszy, w podobny
sposob jak restrykcje kaloryczne. Mysz pod-
dana restrykcjom kalorycznym nie wykazuje
zwigzanego z wiekiem wzrostu aneuploidii,
nieprawidlowosci w budowie wrzeciona po-
dzialowego czy tez nieprawidlowosci w kon-
figuracji chromosoméw plytki metafazowej w
oocytach. Brak jest takze zaburzen w uloze-
niu mitochondriow i produkcji ATP, a gryzo-
nie poddane restrykcjom kalorycznym utrzy-
muja plodnosé o wiele dluzej (SELESNIEMI i
wspoélaut. 2011).

MITOFAGIA

Innym mechanizmem laczacym diete i
jakos¢ mitochondriow moze by¢ proces au-
tofagii mitochondriow zwany mitofagia. Pro-
ces ten poprzedza asymetryczny podzial mi-
tochondriow na mitochondria o wiekszych i
mniejszych kompetencjach energetycznych.
Te ostatnie ulegaja ubikwitynacji i degrada-
cji w procesie mitofagii zachodzacej w au-
tofagolizosomach (WALLACE i CHALKIA 2013).
Stwierdzono, ze kinaza mTOR, jeden z klu-
czowych czujnikow dostepnosci substancji
odzywczych w organizmach wyzszych, jest
negatywnym regulatorem mitofagii (GILKER-
SON i wspotaut. 2012). Co wiecej, zahamo-
wanie szlakéw regulowanych przez analo-
giczne bialko u robakow, muszek owoco-
wych i drozdzy skutkuje wydluzeniem okre-
su zycia. U ssakow kinaza mTOR coraz cze-
Sciej postrzegana jest jako centralny regula-
tor homeostazy energetycznej i metabolizmu
komoérkowego, ktory odpowiada za wiele
korzysci wynikajacych z opisanych powyzej
restrykcji kalorycznych (MINOR i wspotaut.
2010). Obecnie probuje sie uzyskiwac za-
hamowanie jej aktywnosci bez potrzeby glo-
dzenia organizmu. Jedna z substancji stoso-
wanych w tym celu jest rapamycyna, ktora
poprzez blokowanie kinazy mTOR wykazuje
dzialanie antynowotworowe i immunosupre-
syjne (MINOR i wspoéltaut. 2010). Jednocze-
$nie doswiadczenia pokazuja, ze stosowanie
rapamycyny moze znaczaco wydluzyc¢ zycie
myszy (HARRISON i wspélaut. 2009). Bada-
nia na modelu Sswinskim wskazuja, zZe ra-
pamycyna przywraca prawidlowa strukture
wrzeciona podzialowego w oocytach starzeja-
cych sie w hodowlach in vitro oraz ogranicza
nieprawidlowe rozejscie sie¢ chromosomow
w anafazie podzialu mejotycznego. Zaobser-
wowano rowniez znaczacy spadek poziomu
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RFT i fragmentacji DNA w takich oocytach
(LEE i wspétaut. 2014). W przypadku mode-
lu szczurzego rapamycyna zwiekszala rezer-
we jajnikowa i podnosita ekspresje SIRT1 i
SIRT6, czyli tzw. sirtuin, ktoére sa zaanga-
zowane w procesy odpowiedzi komorki na
stres i podnosza mozliwosci jej przetrwa-
nia w niekorzystnych warunkach (ZHANG i
wspotaut. 2013). Potencjalnie wiec, farma-
kologiczne wplywanie na aktywno$¢ mTOR
mogloby by¢ wykorzystywane do niwelowa-
nia stanu heteroplazmii w komoérkach i po-
prawia¢ stan mitochondriow (DAI i wspotaut.
2014). Badania nad wplywem rapamycyny
na stan mitochondrialnego genomu sa jed-
nak wciaz nieliczne, a niektére sugeruja, ze
mitofagia wywolywana hamowaniem aktyw-
nosci mTOR nie dziala selektywnie, a wiec
nie prowadzi do spadku liczby zmutowane-
go mtDNA w komorkach (DioT i wspoétaut.
2016). Dodatkowa komplikacje przyniosty
najnowsze badania wykonane na mode-
lu mysim wskazujace, ze oocyty moga byc
niezdolne do mitofagii w sposoéb naturalny
(BOUDOURES i wspoétaut. 2017). Wciaz wiec
nie wiadomo, czy rapamycyna jest w stanie
zaindukowac¢ proces mitofagii, ktory moglby
wplyna¢ na liczbe zmutowanego mtDNA w
oocytach.

SIRTUINY I STACS

Sirtuiny funkcjonuja jako =zalezne od
NAD+ deacetylazy histonow (HDACs), ktore
oprocz usuwania grup acetylowych wchodza
w interakcje z wieloma biatkami niehistono-
wymi, wlaczajac w to enzymy metaboliczne.
Dzieki reagowaniu na wewnatrzkomoérko-
wy status NAD+/NADH sirtuiny odgrywa-
ja wazna role w utrzymaniu energetycznego
statusu komorki (MOUCHIROUD i wspotaut.
2013). Biatko SIRT1 moze kontrolowac¢ eks-
presje biatek naprawczych i antyoksyda-
cyjnych dzieki oddzialywaniu z czynnikami
transkrypcyjnymi, np. FoxO (ang. forkhead
box O), ktéry zaangazowany jest w regulacje
ekspresji wielu genow odpowiedzialnych za
odpowiedz komérki na stres (MOUCHIROUD i
wspotaut. 2013).

W aktywacje sirtuin zaangazowane sa
szlaki sygnalizacyjne zwiazane z receptorem
dla insulinopodobnego czynnika wzrostu
(IGF-1R), ktory stanowi prawdopodobnie ko-
lejny, obok PGC-la i mTOR, ,czujnik” do-
stepnosci pozywienia (KENYON 2010). Wply-
wa on nie tylko na dlugos¢ zycia i naprawy
DNA, ale takze na aktywnos¢ mitochondriéw
i wieksza odpornosé¢ komorek na stres oksy-
dacyjny (L1 i wspétaut. 2014, MURSHID i
wspoétaut. 2013). Jako bialtka z grupy sirtuin
zaangazowanych bezposrednio w utrzyma-
nie jakoSci oocytéw mozna wymieni¢ biatko

SIRT1, ktore bierze udzial w regulacji me-
jozy, redukcji poziomu RFT, follikulogene-
zie, proliferacji komorek ziarnistych i regu-
lacji konfiguracji chromatyny oocytu (TATONE
i wspotaut. 2015). Z kolei inna z sirtuin,
SIRT2, prawdopodobnie odpowiada za prawi-
dlowe podlaczenie mikrotubul do kinetocho-
row. Spadek ekspresji genu Sirt2 byl obser-
wowany w oocytach starszych samic myszy,
co zostalo skorelowane ze wzrostem aneu-
ploidii (ZHANG i wspoétaut. 2014). Wiadomo
réwniez, ze inne biatko z tej rodziny, SIRT3,
wspomaga rozwoj przedimplantacyjnych em-
brionéow w warunkach stresu oksydacyjnego
(KAWAMURA i wspotaut. 2010). Dla ominiecia
prowadzenia uciazliwej diety probuje sie sto-
sowacé substancje dajace efekt podobny do
samych restrykcji kalorycznych, czyli tzw.
STACs (ang. SIRT1 activating compounds),
i w ten sposob zwiekszac ekspresje sirtuin.
Jednym =z najefektywniejszych STAC pod-
noszacych ekspresje sirtuin jest naturalnie
wystepujacy w czerwonym winie reswera-
trol. Zwiazek ten udowodnil swoja skutecz-
noS¢ w przywracaniu i utrzymywaniu kom-
petencji rozwojowych oocytow ssakéw (SATO
i wspotaut. 2014, TAKEO i wspoétaut. 2014).
Wykazano, ze resweratrol, oprocz zwicksza-
nia ekspresji SIRT1, zwieksza liczbe kopii
mtDNA w swinskich oocytach (SATO i wspol-
aut. 2014). Zwiazek ten zabezpiecza réwniez
jajniki myszy przed starzeniem sie (TATONE i
wspotaut. 2015), a takze podnosi potencjat
blony mitochondrialnej i zawartos¢ ATP w
oocytach krowich, zwiekszajac odsetek uzy-
skiwanych ciaz (TAKEO i wspélaut. 2014).
Kolejnym czynnikiem, ktéory mozna zali-
czy¢ do STAC jest melatonina, ktéra jedno-
czeSnie jest silnym antyoksydantem natural-
nie wystepujacym w organizmie i kontrolu-
jacym zegar dobowy. Melatonina zabezpiecza
komorki przed dziataniem stresu oksydacyj-
nego, zwicksza ekspresje sirtuin, bialek an-
tyapoptotycznych oraz podnosi poziom auto-
fagii poprzez szlaki zwiazane z kinazg mTOR
(JENWITHEESUK i wspoétaut. 2014). Wiadomo,
ze melatonina jest naturalnie produkowana
przez otaczajace oocyt komorki ziarniste, a
jej dodanie do medium hodowlanego pod-
nosi aktywnos¢ metaboliczna tych komorek
i obniza produkcje RFT w mitochondriach
oocytu (EL-RAEY i wspoétaut. 2011). Niektore
badania dowodza, ze suplementacja mela-
toning moze podnies¢ jakoS¢ oocytow i za-
pewnic¢ ochrone przed indukowanym stresem
oksydacyjnym (TAMURA i wspoétaut. 2008),
a wzbogacanie medium hodowlanego o ten
hormon zwigksza odsetek oocytow zdolnych
do podjecia dojrzewania mejotycznego (BA-
HADORI i wspélaut. 2013). LORD i wspélaut.
(2013) wykazali ponadto, ze melatonina jest
w stanie spowolni¢ proces starzenia posto-
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wulacyjnego oocytow, wydluzajac przedziat
czasowy, w ktérym oocyty moga zostac pra-
widlowo zaplodnione.

SUPLEMENTACJA ZWIAZKAMI
WPLYWAJACYMI NA METABOLIZM
OOCYTU

Dla polepszenia stanu mitochondriow
probuje sie rowniez stosowaé suplementa-
cje zwiazkami, ktére stanowia podstawowe
elementy i koenzymy w przemianach meta-
bolicznych prowadzonych w mitochondriach
lub sa przenosnikami substratow energe-
tycznych. Takie podejscie bardzo czesto
w widoczny sposéb poprawia metabolizm
energetyczny komorek i zabezpiecza przed
negatywnym wplywem czasu na kondy-
cje mitochondriow. Dla przykladu, prébu-
je sie wzbogacania diety w koenzym Q10
(CoQ10) pomagajacy w transporcie elektro-
noéw poprzez mitochondrialny tancuch od-
dechowy. Poziom CoQ1l0 spada wraz z wie-
kiem, postuluje sie wiec, ze suplementacja
tym zwiazkiem moglaby usprawni¢ funkcje
mitochondriow w jajnikach (BENTOV i CA-
SPER 2013). Niektore badania wskazuja, ze
CoQ10, zastosowany w technikach wspo-
maganego rozrodu, moze obniza¢ poziom
aneuploidii w ludzkich oocytach (BENTOV i
wspoétaut. 2014), a podawanie tego zwiaz-
ku starszym samicom myszy hamuje zwia-
zana z wiekiem utrate rezerwy jajnikowej,
przywraca aktywnos¢ mitochondriow i eks-
presje genoéw mitochondrialnych (BEN-MEIR
i wspoétaut. 2015). Z kolei suplementacja
kwasem a-liponowym (ALA), ktéry jest koen-
zymem zaangazowanym w metabolizm mito-
chondriéw i znajduje sie w wielu roslinach
jako naturalny element naszej diety (MOINI
i wspotaut. 2002), zmniejsza poziom RFT i
zwieksza zywotnos¢é zarodkéw (YI i MAEDA
2005). Réwniez suplementacja L-karnityna,
ktora bierze udzial w mitochondrialnym
transporcie wolnych kwasow thluszczowych,
moze dziala¢ protekcyjnie na oocyty pod-
dane technikom mrozeniowym, zapewnia-
jac prawidlowa strukture wrzeciona podzia-
lowego i wtasciwe ulozenie mitochondriéw
wewnatrz oocytu (MOAWAD i wspoétaut.
2014). Inne badania wykazaly, ze L-karni-
tyna moze zwiekszaé liczbe kopii mtDNA w
oocytach owczych, z jednoczesnym zwiek-
szeniem ich kompetencji rozwojowych, zna-
czaco podnoszac odsetek formujacych sie
blastocyst (READER i wspoétaut. 2015). In-
nym sposobem polepszenia jakosci oocy-
tow w technikach ART jest wykorzystywanie
hormonéw wzrostu i czynnikéw naturalnie
produkowanych przez oocyt. Dla przykla-
du, dodawanie hormonu wzrostu podczas
wywolywania superowulacji podnosi jakosc

oocytow i ich liczbe u starszych kobiet ze
staba odpowiedzig jajnikéw na hormonalng
stymulacje (WEALL i wspoétaut. 2015). Z ko-
lei suplementacja BMP15 (ang. bone mor-
phogenetic protein 15), bialtkiem normalnie
produkowanym przez oocyt, moze uspraw-
ni¢ funkcjonowanie komorek ziarnistych,
polepszajac ich metabolizm (SUTTON-McDo-
WALL i wspotaut. 2012). Dzieki temu zwiek-
sza sie wychwyt glukozy przez komoérki
ziarniste, co umozliwia dostarczanie wiek-
szych ilosci substratow energetycznych do
oocytow. Jednoczesnie BMP15 poprawia ak-
tywnos¢ mitochondriow réwniez w samym
oocycie i moze podnosi¢ poziom NADPH, a
przez to wspomagacé utrzymanie prawidlo-
wego poziomu zredukowanego glutationu
(GSH), ktoéry jest zaangazowany w regulacje
homeostazy reaktywnych form tlenu (Surt-
TON-MCDOWALL i wspétaut. 2015).

Opisane powyzej suplementy stanowia
tylko préby niwelowania efektéw ztego sta-
nu mitochondriéw, badz tez moga by¢ sto-
sowane profilaktycznie odwlekajac w czasie
wystepowanie negatywnych skutkéw mutacji
mitochondrialnych. Ponadto skutecznosc¢ ta-
kiego dzialania jest czesto rézna w zalezno-
Sci od zastosowanego modelu badawczego.
Dlatego prébuje sie stosowac bardziej inwa-
zyjne metody, ktére sa w stanie wyelimino-
wac defektywne mitochondria lub zwiekszyc¢
proporcje nienaruszonych mitochondriow.

TRANSFER CYTOPLAZMATYCZNY

Obecnie diagnostyka przedimplantacyjna
jest ograniczona w przypadku prob predyk-
cji chor6éb wynikajacych z mutacji mtDNA.
Jest to spowodowane faktem niemendlow-
skiego charakteru dziedziczenia schorzen
zwiazanych z mutacjami mtDNA, a takze
zroznicowanego poziomu mutacji, przy kto-
rych pojawiaja sie objawy fenotypowe ty-
powe dla chorob o podtozu mitochondrial-
nym. Ponadto, zjawisko nieréwnomiernego
dziedziczenia mutacji przez oocyty nie po-
zwala na okreslenie jakosci mitochondrial-
nego DNA w konkretnych komérkach roz-
rodczych. Wraz z wiekiem spada tez jakosé
mitochondrialnego genomu w oocytach
kobiet oraz zaburzeniu ulegaja mechanizmy
eliminacji mutacji, co znaczaco pogarsza
mozliwosci uzyskania cigzy po 30 roku
zycia (BENTOV i CASPER 2013). Dlatego pro-
buje sie ,odmladzaé¢” oocyty starszych ko-
biet, ktére mialy problemy z zajsciem w cia-
ze, poprzez wstrzykiwanie cytoplazmy z mi-
tochondriami od dawczyn w wieku rozrod-
czym (BARRITT i wspotaut. 2001a). Wpraw-
dzie takie dzialanie znaczaco poprawia
jakos¢ oocytow i rozwdj zarodkéow, jednak
nie usuwa problemu zmutowanego genomu
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mitochondrialnego w komérce, ktory wcigz
jest przekazywany potomstwu. Po stwier-
dzeniu heteroplazmii w tkankach plodow i
po raportach wskazujacych na nienormal-
nosci rozwojowe dzieci, wstrzymano wyko-
nywanie procedury w wielu krajach (BAR-
RITT i wspoélaut. 2001b). Niedawno technika
ta zostala przywrocona w Wielkiej Brytanii,
co budzi obawy o zdrowie dzieci pocze-
tych w wyniku jej stosowania (REINHARDT i
wspoétaut. 2013). Grozne konsekwencje dla
zdrowia, podczas badan nad heteroplazmia
wywolang transferem jader komorkowych
lub iniekcja cytoplazmy, zostaly opisane u
wielu gatunkow zwierzat, od owadéw po
malpy czlekoksztaltne (REINHARDT i wspol-
aut. 2013). Zastosowanie tego typu technik
skutkuje obecnoscia w jednym organizmie
trzech roznych genoméw pochodzacych od
trojga rodzicow (genom mitochondrialny od
dwoch matek i genom jadrowy od ojca i
jednej z matek), co niesie implikacje etycz-
ne. Dla ominiecia tych probleméw oprécz
przeszczepow allogenicznych dokonuje sie
takze prob przeszczepow autologicznych,
czyli przeszczepu mitochondriow 2z innego
typu komorek osobnika do oocytu, badz tez
z jednego oocytu do innego oocytu tego sa-
mego osobnika. Niestety wykorzystanie jako
dawcoéw komoérek innego typu rodzi ryzyko
przeniesienia dodatkowych mutacji, ponie-
waz aktywne metabolicznie komorki soma-
tyczne niosg ze soba wiele mutacji punkto-
wych w mtDNA (BAINES i wspélaut. 2014).
Ponadto, wiele badan wskazuje na pogor-
szenie sie kompetencji rozwojowych oocytéow
po takich =zabiegach, poniewaz funkcje i
aktywnos¢ mitochondriow sa rézne w zalez-
nosci od typow tkanek, z ktérych pochodza
(KooPMAN i wspoétaut. 2012). Pomiedzy ja-
drem komérkowym i mitochondriami istnie-
je gesta sie¢ sygnalizacji wewnatrzkomor-
kowej, ktora sprawia, ze mitochondria réz-
nych osobnikow lub pochodzace z réznych
tkanek moga reagowac¢ w odmienny sposob
na sygnaly pochodzace z jadra komorkowe-
go oocytu, zagrazajac prawidlowemu funk-
cjonowaniu komérki (CHAPPEL 2013). Wiele
badan sugeruje réwniez mozliwos¢ wplywu
obecnosci roznych zestawow mitochondriow
w jednej komoérce na wzor ekspresji sa-
mych genéw jadrowych (REINHARDT i wspol-
aut. 2013). Przypuszcza sie, ze tworzenie
hybrydowych komoérek poprzez przeszczepy
mitochondriow moze, w zaleznosci od za-
stosowanego modelu badawczego, wplywac
na plodnosé, wzrost, metabolizm i zdolno-
§ci poznawcze, przy czym objawy te moga
by¢ bardzo odsuniete w czasie i pojawic
sie dopiero w wieku dorostym (REINHARDT i
wspoétaut. 2013).

KOMORKI MACIERZYSTE

Wielkie nadzieje na mozliwos¢ leczenia
nieplodnosci budza badania nad komor-
kami macierzystymi. Komoérki macierzyste
moga okaza¢ sie dobrym donorem mito-
chondriow dla oocytow, poniewaz oba typy
komérek wykazuja podobienstwa w budowie
i aktywnosci tych organelli. Mitochondria
komoérek macierzystych, podobnie jak oocy-
tow, sa okragle, zawieraja malo grzebieni
mitochondrialnych, prowadza ograniczong
fosforylacje oksydacyjng i produkuja malg
ilos¢ wolnych rodnikéw, a same komorki
macierzyste w latwy sposéb moga by¢ na-
mnazane w hodowlach in vitro (SCHATTEN i
wspoétaut. 2014). Wydaje sie, ze komorki
macierzyste wykazuja nizsza proporcje zmu-
towanego mtDNA niz komorki zréznicowa-
ne. Przypuszcza sie takze, ze takie komor-
ki posiadaja bardzo wydajne mechanizmy
usuwania heteroplazmii (RAJASIMHA i wspol-
aut. 2008). Ponadto, badania wskazuja, ze
indukowane komoérki macierzyste uzyskane
z fibroblastéw oséb obarczonych mutacjami
dziela sie na dwie subpopulacje, z ktorych
jedna posiada zmutowany mtDNA, a druga
jest catkowicie od niego wolna. Pozwala to
uzyskac¢ klony indukowanych komoérek ma-
cierzystych catkowicie pozbawionych zmuto-
wanego mtDNA (FOLMES i wspoélaut. 2013).
Moze to sugerowacC obecno$s¢ mechanizmoéw
segregujacych zmutowane DNA podczas
przeprogramowania komorek, co otwierato-
by nowe mozliwosci dla autologicznych prze-
szczepow komorek macierzystych w choro-
bach mitochondrialnych lub przeszczepow
samych mitochondriow w technikach wspo-
maganego rozrodu.

Uwaza sie, ze jajniki dorostych ssakoéow
zawieraja pewna ilosS¢ niezréznicowanych
multipotentnych komérek macierzystych ulo-
kowanych w powierzchniowym nablonku jaj-
nika, ktore przypominaja pierwotne prekur-
sory komorek plciowych, a takze tzw. matle
embrionalno-podobne komoérki macierzyste
VSELs (ang. very small embryonic-like cells).
Oba typy komoérek moga sie roznicowaé w
hodowlach in vitro w komoérki przypominaja-
ce oocyty (GHEORGHISAN-GALATEANU i wspol-
aut. 2014). Tego typu komorki moglyby wiec
stanowi¢ zrodlo dobrej jakosci mitochon-
driow wykorzystywanych do przeszczepow
autologicznych.

Wciaz trwa intensywna debata na temat
komoérek macierzystych jajnika. Nie wiadomo
czy te komoérki pochodza bezposrednio z jaj-
nika, czy czasowo do niego migruja, oraz czy
sa komérkami pierwotnie niezréznicowany-
mi, czy tez komorkami, ktore ulegly odrézni-
cowaniu w wieku dorostym. Niektorzy bada-
cze dopuszczaja takze mozliwos¢ uzyskania
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w przysztosci zdrowych oocytow z komoérek
macierzystych hodowanych in vitro lub od-
nowy rezerwy jajnikowej przy ich pomocy
(GHEORGHISAN-GALATEANU i wspoélaut. 2014).
Dokonanie takiego zabiegu u ludzi, jesli w
ogoble jest mozliwe, wymagac bedzie jednak
lat badan nad ustaleniem odpowiednich wa-
runkoéw roznicowania takich komoérek oraz
badan ich statusu epigenetycznego i innych

wyznacznikéw  bezpieczenstwa  stosowania
komoérek rozrodczych uzyskiwanych taka
metoda.

TRANSFER JADROWY

Obecnie dokonuje sie prob ominiecia
problemu obecnosci dwoch zestawéw mito-
chondriow w oocycie (prawidlowych i zmu-
towanych) poprzez przeszczepy samych jader
komorkowych komorek dawczyn do pozba-
wionego jadra komérkowego oocytu biorczy-
ni o zdrowym genomie mitochondrialnym.
Dzieki temu nosiciele powaznych mutacji
moga mie¢ wlasne dzieci bez choréb mito-
chondrialnych. Badania wskazuja jednak, ze
okolo 1% mitochondriow moze zosta¢ prze-
niesiony do komorki biorczyni wraz z ja-
drem komoérkowym (PAULL i wspétaut. 2013).
Pomimo ze poziom mutacji, przy ktérym
pojawiaja sie typowe symptomy choréb mi-
tochondrialnych, wynosi zwykle okoto 60%
(ScHON i wspotaut. 2012), to niektére bada-
nia wskazujg na mozliwoS¢ pojawienia sie
powaznych choréb mitochondrialnych przy
nizszym poziomie zmutowanego mtDNA, wy-
noszacym nawet ponizej 2% (SCHON i wspol-
aut. 2012). Dlatego probuje sie udoskonalaé
procedury przeszczepu jadrowego materiatu
genetycznego, minimalizujac iloS¢ przeno-
szonej wraz z nim cytoplazmy, zawierajacej
uszkodzone mitochondria (CRAVEN i wspol-
aut. 2011). Jedna z drég rozwigzania tego
problemu jest transfer wrzeciona podziato-
wego wraz z chromosomami w stadium me-
tafazy II, co zostalo wykazane na malpach
cztekoksztaltnych (TACHIBANA i wspotaut.
2009). Transfer taki minimalizuje iloS¢ prze-
niesionej cytoplazmy, poniewaz wrzeciono
podzialowe znajduje sie blizej bltony komor-
kowej oocytu, umozliwiajac pobranie mniej-
szego karioplastu (protoplastu zawierajacego
jadro komoérkowe z minimalng iloScia cyto-
plazmy i blona cytoplazmatyczna). Dodat-
kowo techniki transferu wrzeciona podziato-
wego nie wymagaja stosowania inhibitoréow
polimeryzacji tubuliny, koniecznych podczas
transferu przedjadrzy miedzy zygotami, a je-
dynie inhibitoréw szkieletu aktynowego oocy-
tu (CRAVEN i wspotaut. 2011). Mimo tego,
uszkodzenia wrzeciona podzialowego podczas
procedury moga skutkowaé nieprawidlowym
rozejSciem sie chromosoméw do komorek

potomnych i aneuploidami u potomstwa, na
co wskazuja niektére badania (TACHIBANA i
wspotaut. 2013).

Inna proponowana technikg jest trans-
fer przedjadrzy lub jader komoérkowych na
etapie zygoty. W tym jednak przypadku ob-
serwowano stosunkowo maly odsetek formu-
jacych sie blastocyst (spadek o 50%) oraz
duza ilos¢ zmutowanego mtDNA przenoszo-
nego wraz z jadrami komérkowymi, co spra-
wia, ze wciaz obserwowano okolo 2% zmu-
towanych czgsteczek mtDNA w porownaniu
z okolo 35% zmutowanego mtDNA ,wystepu-
jacego u dawczyni jadra komorkowego (CRA-
VEN i wspoétaut. 2010). Oprocz tego, przy
stosowaniu takiej techniki u ludzi obserwuje
sie obnizenie kompetencji rozwojowych zygot
i pojawianie sie wielobiegunowych wrzecion
podziatowych (EGLI i wspétaut. 2011).

Rozwazanym od niedawna i bardzo obie-
cujacym rozwiazaniem jest stosowanie ciatka
kierunkowego jako donora jadrowego mate-
rialu genetycznego. Wynika to z obserwa-
cji, iz oocyty posiadaja mechanizm zabez-
pieczajacy przed trafianiem mitochondriow
do pierwszego ciatka kierunkowego (PB1),
a podczas drugiego podzialu mejotycznego,
mimo braku takiego mechanizmu, liczba mi-
tochondriéw przekazanych do drugiego ciat-
ka kierunkowego (PB2) jest znikoma (DALTON
i CARROLL 2013). WANG i wspoétaut. (2014)
dokonali poréwnania technik transferu wrze-
ciona podzialowego z chromosomami pomie-
dzy oocytami w metafazie II, analogicznego
transferu wrzeciona podzialowego z pierw-
szego ciatka kierunkowego (PB1) do oocytu
w stadium metafazy II, transferu przedja-
drzy pomiedzy zygotami i jadra komorkowe-
go drugiego ciatka kierunkowego (PB2) do
zygoty pozbawionej przedjadrza zenskiego.
W zestawieniu tym najwiekszy odsetek po-
tomstwa z heteroplazmia obserwowano przy
technikach transferu przedjadrzy, bardzo
maly odsetek heteroplazmii byl wykrywany
po transferze jadra PB2 i niewykrywalny po
transferze wrzeciona PB1. Dlatego wedlug
autoréw transfer genomu ciatka kierunkowe-
go daje duzo nizsza odziedziczalno§¢ muta-
cji mitochondrialnych niz transfer wrzeciona
podzialowego czy przedjadrzy. Stosowanie
technik transferu jader daje nadzieje na po-
siadanie potomstwa przez kobiety obarczo-
ne mutacjami mtDNA oraz przez osoby w
starszym wieku. Pomimo zZe sa to to tech-
niki niezwykle inwazyjne i kontrowersyjne,
to wiele badan prowadzonych na blisko spo-
krewnionych z czlowiekiem maltpach czleko-
ksztaltnych dowodzi braku wad rozwojowych
po ich zastosowaniu (TACHIBANA i wspoétaut.
2014). Sugeruje sie jednak, ze ludzkie oocy-
ty moga posiada¢ bardziej wrazliwe na mi-
kromanipulacje wrzeciona podzialowe, kto-
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re latwiej wulegaja uszkodzeniom podczas
transferu niz wrzeciona innych naczelnych.
Ponadto obserwuje sie przypadki aktywa-
cji uzyskanych ta droga oocytow jeszcze
przed zaplodnieniem i powstawanie aneu-
ploidalnych zarodkéw (TACHIBANA i wspoélaut.
2013). Dlatego techniki transferu materia-
lu genetycznego wymagaja dalszych badan
i optymalizacji ich stosowania w przypadku
ludzi.

CELOWANE USUWANIE
ZMUTOWANEGO mTDNA

Aktualnie bardzo obiecujacg i intensyw-
nie rozwijana metoda pozwalajaca na usu-
niecie mutacji z komorek jest zastosowanie
enzymoéw restrykcyjnych specyficznie roz-
poznajacych zmutowany mtDNA. Metoda ta
zaktada wykorzystanie specjalnie zaprojek-
towanego enzymu restrykcyjnego, ktory roz-
pozna zmutowana sekwencje, dokona ciecia
mtDNA w mitochondriach niosacych muta-
cje i zablokuje ich replikacje, natomiast nie
wywola zadnych skutkéow w prawidlowym
mtDNA. Pierwsza udana proba tego typu
bylo wykorzystanie biatek z motywem pal-
ca cynkowego ZFPs (ang. custom-designed
zinc finger nucleases). Bialka tego rodzaju
moga by¢ zaprojektowane do rozpoznawania
i wiazania specyficznych sekwencji DNA, a
po fuzji tych bialek ze specyficznymi endo-
nukleazami moga dokonywaé cie¢ nici DNA
w sekwencjach rozpoznanych przez enzym
jako wadliwe. MINCZUK i wspoétaut. (2008)
zaprojektowali ZFP rozpoznajace punktowa
mutacje substytucji guaniny na cytozyne w
pozycji 8993 mtDNA (8993T>G), ktora od-
powiada za wystepowanie syndromu Leigha
i NARP. Nastepna generacja tego typu te-
rapii staly sie nukleazy TALEs (ang. trans-
cription activator-like effectors), ktére, po-
dobnie jak ZFPs, moga by¢ projektowane
do rozpoznawania specyficznych sekwencji
genomu i ogranicza¢ sie tylko do genomu
mitochondrialnego (BOCH i wspoélaut. 2009).
Biatlka TALE to grupa biatek wystepujacych
naturalnie w infekujacych rosliny bakteriach
Xanthomonas 1 sa w stanie wigza¢ sie ze
specyficznymi DNA, zmieniajac ekspresje ge-
noéw roslinnych. Biatka TALE zawieraja pod-
jednostki skladajace sie z 34 aminokwasow
kazda, przy czym 32 aminokwasy sa takie
same, a aminokwasy w pozycji 12 i 13 sg
zmienne i odpowiadaja za rozpoznawanie
specyficznego nukleotydu w nici DNA. Dla-
tego podjednostki w latwy sposob mozna
dobiera¢, tak by rozpoznawaly okreslong
sekwencje DNA. Dodatkowo okazalo sie, ze
biatka TALE mozna polaczy¢ z nukleazami
Fok tworzac fuzyjne bialka, ktore sa w sta-
nie dokonac¢ rozpoznania i ciecia okreslone;j

sekwencji DNA. W ten sposob powstata ro-
dzina biatlek TALENs (ang. TALE nucleases)
(NEMUDRYI i wspoétaut. 2014), ktore cechuja
sie znacznie prostsza budowa domeny wia-
zacej DNA niz biatka z motywem ZFP, a co
za tym idzie wiekszag latwoscia ich modyfi-
kacji (SEGA i LINKIEWICZ 2014). Do pierwszej
proby usuniecia uszkodzonych mitochon-
driow z wykorzystaniem TALENs wykorzy-
stano czesto wystepujaca delecje, obejmuja-
ca fragment o dlugosci 4977 bp pomiedzy
pozycjami 8470 i 13,477 mitochondrialne-
go genomu (AmtDNA 4977). Akumulacja
tej mutacji jest obserwowana w starych i
niedzielacych sie tkankach, wlaczajac w to
jajniki, a takze jest obserwowana w duzej
liczbie w oocytach, ktore nie ulegly zaptod-
nieniu. Dlatego mutacja AmtDNA4977 jest
markerem starzenia sige, a co najwazniejsze
moze byC przekazywana potomstwu (CHAN i
wspotaut. 2006).

Pierwsza préobe usuniecia mitochondriow
z delecja 4977 bp przeprowadzono na liniach
komoérek somatycznych. Dwie czasteczki TA-
LENs zostaly tak zaprojektowane, by jedna
zmogla laczyC¢ sie ze specyficzng sekwencja
w poblizu pozycji 8470 mtDNA, natomiast
druga w poblizu sekwencji 13,477 mtD-
NA. Tylko w przypadku wystapienia delecji,
a wiec braku sekwencji o dlugosci 4977bp
pomiedzy pozycjami 8470 i 13,477, mozliwe
bylo zblizenie obu czasteczek TALENSs, po-
zwalajace na dimeryzajce endonuklezay Fok
I i dokonanie ciecia nici mtDNA (BACMAN i
wspotaut. 2013). Préba wykorzystania me-
tody zaowocowala zmniejszeniem heteropla-
zmii z 70% do 30% przy jednoczesnym bra-
ku negatywnego wplywu na zdrowy mtDNA
oraz bez wplywu na liczbe komoérek w ho-
dowli (BACMAN i wspétaut. 2013). Dwa lata
pdzniej dokonano pierwszej proby usuniecia
heteroplazmii za pomoca TALENs z oocytow
myszy. W tym celu stworzono heteroplazma-
tyczne oocyty zawierajace mitochondria o
dwoch haplotypach pochodzacych ze szcze-
pow myszy BALB i NZB. Po wstrzyknieciu
mRNA kodujacego TALENs udalo sie specy-
ficznie usunac¢ wybrany haplotyp mitochon-
dri6w z oocytéw zabezpieczajac przed prze-
kazaniem go potomstwu (REDDY i wspoétaut.
2015). W celu okreSlenia, czy enzymy tego
rodzaju moga by¢ uzywane do edycji ludz-
kiego mtDNA badacze dokonali fuzji oocytow
myszy z komorkami fibroblastow pacjentow
o jednym z dwoch zaburzen mitochondrial-
nych - dziedzicznej neuropatii nerwu wzro-
kowego Lebera (LHON) i neurogennej miopa-
tii z ataksja i zwyrodnieniem barwnikowym
siatkowki (NARP). W tym przypadku zmuto-
wany genom nie zostal wyeliminowany cal-
kowicie, ale drastycznie zmniejszono jego
ilos¢ w hybrydowych komoérkach (REDDY i
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wspoélaut. 2015). Obecnie poszukuje sie ta-
kich wektorow, ktére moglyby dostarczac
TALENs do wielu typow komorek (takze do-
roslego osobnika) bez koniecznosci bezpo-
Sredniego wstrzykiwania mRNA do komoérek
(Lu i wspoélaut. 2014, MoCK i wspoélaut.
2014). Daje to nadzieje na zlagodzenie lub
wyleczenie wielu choréb mitochondrialnych,
a takze spowolnienie proceséw starzenia,
réowniez w komorkach linii plciowej, bez ko-
niecznosci manipulacji tymi komoérkami in
vitro.

PODSUMOWANIE

W ostatnim dziesiecioleciu poczyniono
duze postepy w opracowywaniu potencjal-
nych terapii majacych na celu poprawe ja-
kosci oocytéow. Tego rodzaju terapie daja
nadzieje na polepszenie plodnosci kobiet z
zaburzeniami metabolicznymi takimi jak oty-
tos¢, cukrzyca czy zmiany zwiazane ze sta-
rzeniem sie. Tego rodzaju zaburzenia odbi-
jana sie gléwnie na jakosci mitochondriow,
a wiec organelli zwigzanych z zaspokajaniem
zapotrzebowania energetycznego oocytu w
tak waznych dla jego funkcjonowania proce-
sach, jak formowanie si¢ wrzeciona podzia-
lowego i podzialy mejotyczne Szacuje sie, ze
w 15-20% oocytéw dochodzi do nieprawidto-
wego rozejScia sie chromosomoéw (PELLESTOR
i wspotaut. 2005), a okoto 5% ludzkich za-
rodkow posiada aneuploidie, przy czym pro-
blem ten nasila si¢ z wiekiem matki (HAS-
soLD i HUNT 2001). Uwaza sie, ze za ten
stan moze odpowiada¢ obnizenie jakosci mi-
tochodriow, spadek liczby kopii mtDNA i po-
ziomu ATP w oocycie (BABAYEV i SELI 2015).
Oprocz tego pojawiajace sie w oocytach mu-
tacje mitochondrialne mogg by¢ dziedziczone
i przez to wplywaé¢ na jakos¢ zycia potom-
stwa (WU i wspétaut. 2015). Jako gléwne
czynniki odpowiedzialne za zaburzenia i nie-
prawidlowosci zwiazane z funkcjonowaniem
mitochondriow wymienia sie: niezdrowy styl
zycia, choroby cywilizacyjne jak otytos¢, cu-
krzyca, a takze palenie tytoniu (GRINDLER i
MoOLEY 2013). Wielu tych probleméw mozna
uniknaé¢ zmieniajac styl zycia i utrzymujac
prawidlowa diete, a utrzymanie odpowied-
niej jakosci pokarmu, bogatego w witaminy,
koenzymy czy przeciwutleniacze, skutecznie
odwleka w czasie zwigzany z wiekiem spa-
dek jakosci mitochondriow i samych oocy-
tow. Sa to jednak metody gléwnie profilak-
tyczne i wymagajace dlugiego stosowania.
Alternatywe stanowig bardziej inwazyjne
sposoby usuwania defektéw mitochondrial-
nych z oocytow, jak transfer mitochondriow,
transfer jadrowego materialu genetycznego,
metody edytowania genomu, a w przyszto-
Sci by¢ moze réwniez uzyskiwanie funkcjo-

nalnych gamet z komoérek macierzystych.
Metody te, pomimo szybkich i czesto obie-
cujacych efektow, obarczone sa jednak ryzy-
kiem skutkéw ubocznych. Mozna tu wymie-
ni¢ chociazby trudne do przewidzenia skut-
ki funkcjonowania réznych zestawéw mito-
chondriow w jednej komoérce pochodzacych
z oocytu i roznych typow komorek dawczyn,
uszkodzenia mechaniczne podczas inwazyj-
nych metod transferu materialu genetyczne-
go, czy ryzyko wprowadzenia nowych muta-
cji (poza sekwencjami, ktére mialy ,uleczy¢”)
w technikach edytowania genomu (SCHA-
EFER 1 wspoélaut. 2017). Omowione terapie
sg rowniez stosunkowo nowe i slabo prze-
badane, a do tego budza problemy natury
etycznej. Poniewaz stosowanie tego rodzaju
technik moze rzutowaé¢ na jakoS¢ zycia nie
tylko matki, ale réwniez potomkow, powinno
sie podchodzi¢ do nich z duza ostroznoscia.
Dlatego, pomimo ze maja szanse rozwigzac
wiele probleméw zwiazanych z nieplodnoscia
czlowieka, powinny byc¢ szeroko przebadane
pod katem bezpieczenstwa ich stosowania u
ludzi zanim zostana rutynowo wykorzysty-
wane w klinikach leczenia nieptodnosci.

STRESZCZENIE

Linia zenskich komorek piciowych jest zasadniczo
nieSmiertelna linia komoérkowa, ktéra przekazuje haplo-
idalny genom jadrowy i pelen genom mitochondrialny
kolejnym pokoleniom. Wspotwystepowanie w komorce
zmutowanych kopii mtDNA i prawidlowego mtDNA okre-
Slane jest jako heteroplazmia i w zaleznosci od typu
mutacji oraz od liczby zmutowanych kopii mtDNA sta-
nowi zrédio wielu chorob wieku dorostego. Uwaza sie, ze
genom mitochondrialny moze podlega¢ naturalnym me-
chanizmom oczyszczajacym go ze zgromadzonych muta-
cji. Efektywnos¢ tych proceséw moze by¢ jednak niewy-
starczajaca, skutkujac duza proporcja nieprawidtowosci
o podlozu mitochondrialnym w ludzkiej populacji. Dla-
tego poszukuje sie metod, ktére moglyby polepszyc¢ ich
jakosé, a takze odwlec w czasie niekorzystne procesy
starzenia, ktore w negatywny sposob odbijaja sie zarow-
no na jakosci mitochondrialnego genomu, jak i samej
ptodnosci ssakow.
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STRATEGIES TO RESTORE AND MAINTAIN MITOCHONDRIAL QUALITY IN MAMMALIAN OOCYTES

Female germ cells comprise essentially immortal cell line which transmits the nuclear and mitochondrial genom-
es throughout generations. Heteroplasmy is defined as the presence of two types of mtDNA in the cell, the wild type
mtDNA and the mutated mtDNA. It is considered that cells possess natural mechanisms preventing from accumula-
tion of mtDNA mutations. However, this process is not always fully sufficient and its efficiency may be additionally
impaired during aging. This results in a considerable proportion of mitochondrial abnormalities and diseases in the
human population. Therefore, scientists are looking for methods that could improve the quality of mitochondria as
well as delay the adverse effects of aging processes that negatively affect both the quality of the mitochondrial ge-

nome and the fertility in mammals.
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