858 Medycyna Wet. 2008, 64 (7)

Artykul przegigdowy

Transport i wykorzystanie glukozy
we wczesnym rozwoju zarodkowym
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Summary

Glucose transport and utilization play a crucial role during preimplantation development of the embryo,
especially during the transition into the blastocyst stage. In the earlier developmental stages embryos do not
use glucose as the main fuel but prefer more oxidized sources of energy such as pyruvate and lactate. The
increased glucose transport indicated in mouse, bovine, porcine, rat, rabbit and human blastocysts is
probably caused by the elevated energetic demands resulting from the morphological changes occurring in
this stage of development. Moreover, the decreased glucose transport causes apoptotis in blastocyst cells
resulting in further malformations of the fetus and even miscarriages. Glucose is transported into the embryo
mainly by the membrane glucose transporters glycoproteins (GLUTs) GLUT 1, 2, 3, 4, 8, 9 that are specifically
expressed during preimplantation development. GLUT 1, 2, 3, 9 are expressed in the cell membranes while
GLUT 4 and 8 — insulin/IGF-I dependent transporters — are localized intracellularly and translocated into the
membrane in response to insulin action. Contrary to the above mentioned transporters amongst which GLUT
1 is expressed as early as in oocytes, the expression of GLUT 4 and 8 begins from the blastocyst stage. The
increased expression of glucose transporters on the blastocyst stage and especially the specific localization in
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blastocyst cells indicate their important role in preimplantation development.

Keywords: glucose transport, preimplantation development, blastocyst

Glukoza jest gtownym substratem energetycznym dla
wigkszosci zywych komorek. Ponadto stanowi podstawo-
we zrodlo wegla dla wielu substancji komorkowych, tj.
cukréw ztozonych, aminokwasow czy lipidow.

Glukoza odgrywa istotng rol¢ we wcezesnym rozwoju
zarodkowym, poczawszy od momentu fuzji gamet i za-
ptodnienia (32), jednakze jej transport i wykorzystanie
jako glownego substratu energetycznego wzrasta szcze-
goblnie na etapie formowania si¢ blastocysty. W warun-
kach in vivo glukoza dostarczana jest zarodkom w wy-
dzielinach komorek nablonkowych jajowodu i macicy.
Znaczny wzrost wykorzystania glukozy w stadium bla-
stocysty odnotowano w zarodkach mysich (13), bydle-
cych (31), $winskich (30), szczurzych (3), kroliczych (29)
iludzkich (10). Wynika to najprawdopodobniej ze wzmo-
zonych potrzeb energetycznych zarodka na tym etapie,
spowodowanych nasilona proliferacja komorek, ktora
prowadzi do wyodrgbnienia si¢ pierwszej warstwy epite-
lialnej oraz pojawienia si¢ wypetionej ptynem jamki bla-
stocysty zwanej blastocelem (4, 25). Przeciwnie, spadek
transportu glukozy, zar6wno podstawowego, jak i stymu-
lowanego dziataniem insuliny powodowat wzmozona
apoptoz¢ w komorkach blastocysty myszy, co byto przy-
czyna malformacji ptodoéw badz tez skutkowato niedono-
szeniem ciazy (6, 21, 22). Podczas bardzo wczesnych faz
rozwojowych gléwnym zrodlem energetycznym dla za-

rodkow sa bardziej utlenione zwiazki, takie jak pirogro-
nian i mleczan (9, 15, 26). Mysie zarodki na etapie pierw-
szego podziatu zarodkowego wykorzystuja tylko pirogro-
nian, podczas gdy na etapie kolejnego metabolizuja piro-
gronian 1 mleczan w rownym stopniu (25). Glukoza jako
gtéwny substrat energetyczny zaczyna by¢ niezbe¢dna do-
piero od momentu kompakcji 1 formowania si¢ blasto-
cysty. Sugerowano, ze spowodowane jest to zablokowa-
niem szlaku glikolizy przed kompakcja (24), jednakze
w kolejnych badaniach wykazano, Ze to najprawdopodob-
niej transport glukozy jest czynnikiem odpowiedzialnym
za wykorzystywanie glukozy jako gléwnego zrodta ener-
gii przez zarodki we wczesnych stadiach rozwojowych
(25). Przejscie z metabolizmu pirogronianu na metabo-
lizm glukozy zwiazane jest ze wzrostem ekspresji mRNA
heksokinazy, enzymu odpowiedzialnego za fosforylacj¢
glukozy wewnatrz komorki (17). Stwierdzono wyrazny
wzrost aktywnosci heksokinazy podczas formowania si¢
blastocysty w zarodkach bydlecych (27), mysich (12)
i ludzkich (19), co zwiazane bylo z wzmozonym wyko-
rzystywaniem glukozy przez te zarodki. Pobor glukozy
przez zarodki bydlece produkowane in vitro wzrasta suk-
cesywnie od stadium 2-komorkowego, az do stadium wy-
kluwajacej si¢ blastocysty. Natomiast wzrost metaboli-
zmu nastepuje dwuetapowo, po raz pierwszy, gdy uru-
chamiany jest genom zarodkowy (8/16 komorek) i po raz
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kolejny na etapie kompakeji (28). Mozliwe jest, ze blok
w rozwoju zarodkow bydlgcych obserwowany in vitro na
etapie 8/16 komorek powodowany jest wlasnie zaburze-
niami w wykorzystaniu glukozy przez zarodki.

Wykazano, ze wysokie koncentracje glukozy w medium
hodowlanym moga hamowa¢ rozwdj zarodkéw mysich
na wcezesnych etapach rozwojowych (5, 29). Natomiast
proby hodowli zarodkow §winskich w mediach o I’llSkleJ
zawarto$ci glukozy (KSOM, G1.1/2.1) dawaty znacznie
stabsze rezultaty niz wowczas, gdy zarodki hodowano
w medium NCSU-23, w ktorym koncentracja glukozy wy-
nosita 5,5 mmol/l (8 18), podczas gdy koncentracja glu-
kozy w JaJOWOdZIG swini wynosi tylko ok. 0,17 mmol glu-
kozy/litr. Ta wyrazna preferencja glukozy przez zarodki
swinskie jest nietypowa w $wietle wyzej zaprezentowa-
nych danych dotyczacych zarodkéw mysich. Potencjal-
nym wytlumaczeniem tego zjawiska moze by¢ udziat glu-
kozy w metabolizmie lipidow, ktorych zarodki §winskie
zawierajq znacznie wigcej w porownaniu do zarodkow
innych gatunkow zwierzat gospodarskich (20).

Transportery glukozy

Kluczowym momentem w wykorzystaniu glukozy jest
jej transport przez btong komorkowa, ktory powmlen od-
bywac sie z predko$cia dopasowanq do wymagan ener-
getycznych komorki. Glukoza moze by¢ transportowana
przez btony komoérkowe na drodze dwoch mechanizmow:

— przez zalezne od jonoéw Na* kanaty blonowe, tzw.
SGLT (sodium coupled glucose trnasporters); transport
glukozy do wngtrza komorki skorelowany jest z kotrans-
portem jonow Na*, ktory odbywa si¢ wbrew gradientowi
stezen dzigki funkcjonowaniu pompy sodowo-potasowe;j
(24),

— przez niezalezne od jondéw Na* transportery glukozy
(GLUT - glucose transporters glycoproteins) (34).

Wykorzystanie selektywnych inhibitoréow transportu
glukozy wykazalo, ze pobor glukozy przez przedimplan-
tacyjne zarodki warunkowany jest przede wszystkim funk-
cjonowaniem niezaleznych od jondw sodu transporteréw
glukozy (14).

Transportery glukozy sa biatkami o wielko$ci 500 ami-
nokwasow. Kazda z izoform zbudowana jest z 12 wysoce
konserwatywnych transblonowych domen (tworzacych
tzw. domeng¢ wewnatrzbtonowa, stanowiaca ok. 50% masy
biatka), domeny cytoplazmatycznej (stanowiacej ok. 35%
masy biatka) i domeny zewnatrzkomérkowej. W dome-

Tab. 1. Ekspresja poszczegélnych izoform GLUT na kolej-
nych etapach rozwoju zarodkowego, na przykladzie zarod-
kow mysich

oun | o | gt | | "
GLUT 1 . . . N . .
GLUT 2 - _ _ _ , .
GLUT 3 - i, i} X \ .
GLUT 4 - _ _ _ , .
GLUT 8 - ; i} ) \ .
GLUT 9 - . N X . .

nie cytoplazmatycznej wyrdznia sig konce: aminowy i kar-
bonylowy oraz duza centralng petle miedzy wewnatrz-
btonowymi domenami 6 i1 7. Czg$¢ zewnatrzkomorkowa
sktada si¢ z duzej glikozylowanej petli zlokalizowanej
migdzy wewnatrzblonowymi domenami 1 i 2. Domeny
pozabtonowe wykazuja znaczne zréznicowanie w sek-
wencji aminokwasowej, co wskazuje na ich istotng role
w tkankowo specyficznej regulacji funkcji poszczego6l-
nych izoform GLUT (16).

Ekspresja poszczegolnych izoform GLUT
w rozwoju przedimplantacyjnym

Najbardziej rozpowszechniong sposrod wszystkich izo-
form transporterow glukozy, wystepujacych w rozwoju
przedimplantacyjnym zarodkéw jest GLUT 1. GLUT 1
ulega ekspresji w mysich i ludzkich oocytach oraz w za-
rodkach kolejnych stadiow rozwojowych (1, 11, 23).
W blastocystach mysich zlokalizowano go w bocznych
1 podstawnych blonach komorek trofoektodermy oraz
w btonach komoérek wewngetrznej masy komorkowej, co
najprawdopodobniej umozliwia pobieranie/transport glu-
kozy z blastocelu. Poczawszy od stadium 4-6-komorko-
wego 1 8-komorkowego wykazano ekspresje, odpowied-
nio, GLUT 3 i GLUT 2 w zarodkach mysich (1, 11), pod-
czas gdy w zarodkach ludzkich ekspresja tego transpor-
tera wykryta zostata dopiero na etapie blastocysty (7).
W stadium moruli i blastocysty stwierdzono ekspresj¢
pozostatych transporterow glukozy, odgrywajacych istot-
ng rolg w rozwoju przedimplantacyjnym, j. zaleznych od
insuliny GLUT 4 (7) i GLUT 8 (4). GLUT 3 ulega eks-
presji na zewnetrznej powierzchni btonowej komorek tro-
foektodermy, natomiast zarowno GLUT 4, jak i 8 wystg-
puja wewnatrzkomoérkowo. Korelacja migdzy niskim po-
ziomem/aktywnoscig heksokinazy (2) i blokiem w wyko-
rzystywaniu i/lub transporcie glukozy obserwowanym
przed uformowaniem si¢ blastocysty wynika najprawdo-
podobniej z niewystarczajacej zdolnosci GLUT 1 do trans-
portu glukozy i1 heksokinazy do produkcji glukozo-6-fos-
foranu. Pojawienie si¢ GLUT 3 w momencie kompakcji
odzwierciedla wzrastajaca zalezno$¢ rozwijajace;j sig bla-
stocysty od glukozy (24). Ekspresja zaleznych od insuli-
ny transporterow glukozy GLUT 4 i 8 na etapie blsto-
cysty potwierdza fakt, ze dopiero od pewnego momentu
W rozwoju embrionalnym pobieranie glukozy przez za-
rodki zalezne jest od dziatania insuliny i tak np. receptory
insuliny w zarodkach mysich wykryte zostaly dopiero na
etapie zarodka 8-komodrkowego. Pinto i in. (26) wyka-
zali wysoka ekspresj¢ GLUT 8 w mysich blastocystach.
W stanie podstawowym GLUT 8 zlokalizowany jest we-
wnatrzkomorkowo, jednakze na skutek dziatania insuli-
ny badz IGF-I przemieszcza si¢ do btony komoérkowej
i ulega ekspresji w btonie podstawnej komorek trofoek-
todermy (24, 25). Wspomniana translokacja zwiazana jest
ze wzrostem poboru glukozy pod wplywem insuliny, przy
czym sygnat przekazywany jest przez receptor dla IGF-1.
Dodatkowo skorelowane jest to czasowo z przejsciem
zarodka z jajowodu do macicy, gdzie stwierdza si¢ 10-
-krotnie wyzsza koncentracj¢ IGF-I i insuliny (26). Wy-
kazano, ze zaprzestanie stymulacji GLUT 8 przez IGF-I
uposledzato transport glukozy do komorek, co powodo-
wato wzrost apoptozy w komorkach blastocysty myszy



(7). Podobnie, zahamowanie szlaku sygnalizacyjnego in-
sulina/IGFI miato skutki w postaci wzmozonej apoptozy
w blastocystach i bylo przyczyna resorpcji zarodkow.
Sugeruje to, ze, by¢ moze, GLUT 8 powstal jako dodat-
kowy, antyapoptotyczny mechanizm w blastocyscie, aby
maksymalnie zwigkszy¢ pobor glukozy w tym krytycz-
nym momencie, gdy zarodek zmienia gtowne Zrodto ener-
getyczne z pirogronianu na glukoze w zwiazku ze zwigk-

szonym zapotrzebowaniem na energi¢. W rozwoju przed-
implantacyjnym ekspresji ulega rowniez kolejny funkcjo-
nalny transporter glukozy — GLUT 9, ktéry u myszy poja-
wia si¢ juz na etapie zygoty (4). U myszy zidentyfikowa-
no dwie dodatkowe izoformy GLUT 9 (GLUT9a,,, .,
1GLUTY9b (NH2b/A20931 6)) nie wystepujace u cztowieka. Trans-
porter ten na wezesnych etapach podziatowych zarodka
wystepuje w blonie komodrkowej, jednakze w stadium bla-
stocysty przemieszcza si¢ do wngtrza komorki. Zmiana
lokalizacji moze sugerowac¢, ze GLUT 9 odgrywa role
w dostarczaniu glukozy rozwijajacym si¢ zarodkom przed
kompakcja. Zwiazana z postepujacym rozwojem zmiana
lokalizacji GLUT9 moze by¢ takze spowodowana r6zni-
cowaniem si¢ komorek zarodka na etapie blastocysty, gdyz
z wczesniejszych badan autorow wynika, ze GLUT 9
w blastocystach zlokalizowany byt gtéwnie w komorkach
trofoektodermy (4). Komorki trofoektodermy 1 totipotent-
ne komorki wezla zarodkowego r6znia si¢ pod wzgledem
metabolicznym i najprawdopodobniej GLUT 9 odgrywa
szczegodlna role w komorkach trofoektodermy, inna od
obserwowanej w niezréznicowanych jeszcze zarodkach,
dlatego tez dochodzi do jego translokacji. W oparciu
o metody Western Blot i RT-PCR stwierdzono wystepo-
wanie w rozwoju przedimplantacyjnym u myszy tylko
kr(')tszej izoformy GLUT 9b(NH2b/ 09316 Wykazano row-
niez, ze insulina nie ma Wpiywu na loliahzaqq GLUT 9,

co wskazuje, ze GLUT 4 1 GLUT 8 sa jedynymi transpor-
terami, ktére w stanie podstawowym znajduja si¢ we-
wnatrz komorki i dopiero na skutek dziatania insuliny prze-
mieszczaja si¢ do blony komdrkowe;.

Podsumowujac, zmiany w wykorzystywaniu glukozy
w toku rozwoju embrionalnego wskazuja na specyficzna
korelacje miedzy metabolizmem glukozy a ekspresja jej
transporterow na poszczeg(')lnych etapach rozwoju zarod-
kowego. Wydaje sig, Ze niska koncentracja glukozy w ma-
cicy, a przede Wszystklm wzrost zapotrzebowania na glu-
koze, nasilajacy si¢ w stadium blastocysty sprawia, ze
wzmaga si¢ ekspresja transporterow glukozy na tym eta-
pie. Jednakze czynnikiem krytycznym nie jest ich liczba,
ale specyficzna lokalizacja. Poszczegdlne izoformy trans-
porteréow ulegaja ekspresji w okreslonych przedziatach
komorkowych, spehiajac swoje indywidualne funkcje.
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