




http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl

EMBRIOLOGIA EKSPERYMENTALNA | HYBRYDYZACJA SOMATYCZNA 3

— izolowanie mieszancowych zarodkdw;
2. hodowle komérek somatycznych (tgczenie protoplastéw), pozwalajacg po-
kona¢ oba typy barier.

2. EMBRIOLOGIA EKSPERYMENTALNA

2.1. HODOWLA ZARODKOW

Stosowana jest w przypadkach, kiedy dochodzi do zaptodnienia, natomiast za-
rodki nie rozwijajg sie wskutek:

niedorozwoju bielma i jego niezdolnosci do spetniania funkcji odzywczych;

blizej nie okreSlonej niezgodno$ci miedzy tkanka macierzystg a tkanka mie-
szancowego zarodka.

W obu przypadkach nastepuje degeneracja zarodkéw. Mozna temu zapobiec
izolujgc mieszancowe zarodki na wczesniejszych etapach rozwoju i hodujac je w wa-
runkach sztucznych poza tkankag macierzystg. Waznym aspektem jest tutaj, po-
dobnie jak w dalej omawianych przypadkach, odpowiednie przygotowanie ekspe-
rymentalne, ktére pozwolitoby na identyfikacje barier i wybdr obiektow majgcych
szanse petnego rozwoju in vitro. Konieczne jest przede wszystkim wielokrotne
krzyzowanie gatunkow, i to w obu kierunkach (?A X r?B i $B X <$4), oraz makro-
skopowa ocena tego, co mozna otrzymacé najpierw w warunkach in vivo. Jezeli
np. przetestuje sie kilkanascie kombinacji krzyzéwkowych miedzy gatunkami na-
lezgcymi do tego samego rodzaju, a kilka z nich daje nasiona, nawet niedorozwi-
niete, to te nalezy wybrac jako potencjalne obiekty. Nastepnie mozna sprecyzowac,
ktére z juz wybranych majg nasiona najwieksze, czy tez najbardziej normalne.
Dalszy etap to histologiczne obserwacje mikroskopowe, pozwalajace ustali¢ kiedy
i dlaczego nastepuje zahamowanie rozwoju zarodka. Nalezy wybra¢ miedzy kom-
binacjami krzyzéwkowymi, ktére daja najwiekszag liczbe zywotnych zarodkéw
mieszaicowych, a tymi, ktére doprowadzajg do maksymalnie zaawansowanych
stadiéw rozwoju zarodka. Jest to istotne dlatego, ze im starsze zarodki, tym tatwiej-
sze do wyizolowania, mniej wrazliwe na szok osmotyczny i zmiang warunkéw z na-
turalnych na sztuczne; maja tez mniejsze wymagania w hodowli in vitro. W rozwoju
zarodka wystepujg bowiem dwa krytyczne stadia:

heterotroficzne, w ktérym zarodek jest silnie zalezny od bielma (trwa od za-
ptodnienia do stadium sercowatego);

autotroficzne (od pdznego stadium sercowatego), kiedy zarodek jest juz w pew-
nym stopniu samowystarczalny.

Najwczesniejszym wiec stadium, w ktérym mozna hodowaé izolowane zarodki
poza tkanka macierzystg, jest stadium sercowate. W stadium globularnym, nawet
zaawansowanym [41], nie jest to mozliwe i z takich kombinacji krzyzowkowych
trzeba, przynajmniej w tym przypadku, zrezygnowa¢. Mozna natomiast przezna-
czy¢ je do hodowli w postaci izolowanych zalazkéw, o czym bedzie mowa.
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Na podstawie analizy histologicznej ustala sie ponadto wiasciwy moment izo-
lowania zarodkdw. Jezeli np. zarodek degeneruje w 14 dni po zapyleniu, a bielmo
po 10 dniach, to nalezy izolowa¢ zarodki, zanim nastgpi degeneracja bielma.

Przygotowanie do hodowli in vitro powinno w zasadzie polega¢ na hodowaniu
zarodkéw kazdego z gatunkéw osobno i precyzowaniu warunkéw, w ktoérych osig-
gaja maksymalny stopieA rozwoju. Pozywki stosowane w hodowli [41] skladaja
sie z kilku elementéw: podstawowych soli mineralnych, cukru, jako zrédta wegla,
i réznych dodatkoéw, takich jak witaminy, hormony i kompleksowe substancje
odzywcze. Skiad zastosowanej pozywki zalezny jest w pewnym stopniu od stadium
rozwoju eksplantatu; im starsze zarodki, tym ich wymagania sa mniejsze i pozywka
moze by¢ prostsza. W skiadzie mineralnym wazne sg zrodta azotu, ktdry powinien
by¢ dostarczony zar6wno w postaci azotanéw, jak isoli amonowych. W wielu przy-

TABELA 1

Mieszafnce otrzymane z hodowli niedojrzatych zarodkow

Lp Gatunki Literatura
1 Brassica oleracea®B. campestris [13, 22]
2 (Glycine tomentella XG. maxima)x G. maxima [4]

3 Gossypium arboreum X G. anomalum [34]
4 " ' xG . australe [33, 34]
5 . ” ®G. barbadense [33, 34]
6 " ” x G. harknessi [34]
7 " " ®G. hirsutum [33, 34]
8 . . XG. longicalyx [34]
9 " " X G. nustelium [34]

10 " " XG. raimondii [34]

1 " " xG. somalense [34]

12 " " xG. stocksii [34]

13 " " XG. sturtianum [34]

14 " ; XG. trilobum [34]

15 G. barbadense®G. herbaceum [33, 34]
16 y ®G. hirsutum [33]

17 G. herbaceum x G. australe [34]

18 . x G. harknessi [34]

19 " ®G. hirsutum [33, 34]

20 " x G. somalense [33, 34]
21 " X G. stocksii [33, 34]

22 . XG. amourianum [34]

23 G. hirsutum x G. amourianum [34]

24 " x G. australe [33, 34]
25 . XG. bickii [34]

26 " X G. stocksii [33, 34]

27 Lycopersicon esculentum x L. peruvianum [37]

28 j Solanum melongena x S. khsianum [29]

O kotkiem oznaczono mozliwoé¢ otrzymania z krzyzéwek obukierunkowych.
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padkach potrzebne sa takze organiczne zrodta azotu, czyli pojedyncze aminokwasy
lub ich mieszanina. Istotny jest ponadto typ i stezenie cukrow, od ktérych zalezg
nie tylko wiasciwosci odzywecze, ale i warunki osmotyczne hodowli. Gtéwnie sto-
sowana jest sacharoza, niekiedy mieszanina cukréw prostych. Zarodki starsze
moga mie¢ nizsze stezenie cukru w pozywce, miodsze za$ powinny mieé wyzsze.

Jezeli chodzi o inne skfadniki odzywcze, to witaminy nie zawsze sg konieczne,
ale czasem wskazane, podobnie jak hormony (z grupy auksyn, cytokinin, rzadziej
giberellin) i kompleksowe substancje odzywcze. Obowigzuje tutaj ciggle ta sama
zasada, ze bardziej zaawansowane w rozwoju zarodki wymagaja mniej egzogen-
nych sktadnikéw, poniewaz maja juz pewien wiasny endogenny poziom okreslonych
substancji.

Pewng role odgrywajg rowniez fizyczne warunki hodowli, takie jak odpowiednia
temperatura, obecno$¢ Swiatta i jego natezenie. Korzystne jest niekiedy prowa-
dzenie pierwszych etapéw hodowli w ciemnosci, a dopiero pdzniejszych na Swietle.
Przetestowanie optymalnych warunkéw hodowli jest ogromnie pracochtonne, tym
niemniej hodujac izolowane zarodki (tab. 1) otrzymano mieszafcowe ro$liny z 28
kombinacji gatunkéw.

2.2. HODOWLA ZALAZKOW

Hodowla zalgzkéw powigzana jest nie tylko z ominieciem barier prezygotycz-
nych (zalgzki niezapylone), ale i postzygotycznych (zalgzki zapylone). Ta druga
mozliwo$¢ daje pewng przewage nad izolowaniem zarodkéw, poniewaz pozwala
hodowa¢ w bardziej naturalnym otoczeniu zarodki miodsze, réwniez te w stadium
globularnym, i moga one korzysta¢ zardwno z egzogennych, jak i endogennych
zrodet odzywczych. Metoda ta jest jednak nieskuteczna w przypadku niezgodnosci
mieszancowego zarodka z tkankag macierzysta. Jest wiele przyktadéw na to, ze
taka niezgodno$¢ istnieje, m. in. fakt, ze z niektorych gatunkéw udaje sie otrzymac
mieszance tylko z hodowli izolowanych zarodkéw, a nie zalgzkéw, co S$wiadczy,
ze obecno$¢ tkanki macierzystej stanowi pewng bariere.

Oprécz omawianej juz poprzednio strategii doswiadczalnej, tutaj szczegOlnie
istotny jest wybor zrédta eksplantatu. Zamiast izolowanych zalgzkéw mogg to by¢
zalaznie, zalgzki z fragmentami tozyska lub nawet cate kwiaty. Te dodatkowe tkanki
moga bowiem dostarczaé substancji koniecznych do rozwoju zaptodnionego za-
lazka, bgdz pomaga¢ w pobieraniu ich z pozywki. Wiele danych wskazuje, ze do-
danie ekstraktéw z czesci kwiatu moze stymulowac rozrost zalgzkéw, jak réwniez
ten korzystny efekt moze by¢ zastgpiony wzbogaceniem pozywki o dodatkowe,
okreslone sktadniki.

W przypadku hodowli zalgzkéw potrzebna jest ponadto dos$¢ Scista znajomos¢
korelacji w obrebie poszczeg6lnych czesci kwiatu, aby wiedzie¢, jakie eksplantaty
i kiedy je izolowaé oraz ustali¢ wiasciwy stopied dojrzatosci zalagzkéw, poniewaz
lepiej, zeby wstepne stadia rozwoju przebiegaty tak dtugo, jak jest to mozliwe w wa-
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runkach in vivo, na roslinie. W pozywce korzystne sg nizsze stezenia cukru niz
dla izolowanych zarodkéw.

Ta metoda stworzyta mozliwos¢ posredniego hodowania zarodkéw juz od sta-
dium dwukomorkowego i kilkujagdrowego bielma. Wyniki kohcowe bywajg jednak
ré6zne. Czasem udaje sie od stadium zygotycznego doprowadzi¢ do globularnego
lub od globularnego do petnej dojrzatosci. Nie zawsze mozliwe jest uzyskanie mak-
symalnego efektu w postaci mieszafcowych roslin. Niekiedy mozna przeprowadzi¢
petny rozwdj in vitro dwuetapowo, tzn. najpierw poprzez hodowle zalgzkéw, a na-
stepnie wyizolowanych z nich juz w odpowiednim stadium zarodkéw. To ostatnie
Swiadczy, ze bariera miedzygatunkowa, w tym przypadku wiasnie antagonizm
miedzy zarodkiem, a pozostatymi tkankami, nie wystepuje bezposrednio po za-
ptodnieniu, ale ujawnia sie dopiero w okresie pOzniejszego rozwoju. Zestawienie
mieszancéw powstatych drogg hodowli zapylonych zalgzkéw podano w tab. 2.

TABELA 2

Mieszance pochodzgce z hodowli zapylonych zalgzni lub zalgzkow

Lp. Gatunki j Literatura
1 Abelmoschus esculentus X A. ficulneus [10]

2 Brassica campestrisxB. oleracea [17, 18, 19]
3 Brassica chinensisxB. pekinensis [16]

4 Chrysanthemum boreale x Ch. japonese [39]

5 Chrysanthemum makinoixCh. japonese [39]

6 . X Ch. ornatum [39]

7 Glycine maxima x G. tomentella [26]

8 Impatiens flaccidaxl. repens [1]

9 Impatiens uguensis x I. epiphytica [1]

10 . X/. flaccida [1]

11 Nicotiana nesophila0 N. tabacum [7, 27]

12 Nicotiana rusticaxN. tabacum [5, 30]

13 " xN. glutinosa [5]

14 Nicotiana stocktoniixN. tabacum [27]

2.3. ZAPYLENIE | ZAPLODNIENIE IN VITRO

Zapylenie i zaptodnienie in vitro pozwala przezwyciezy¢ bariery prezygotyczne,
kiedy nie udaje sie doprowadzi¢ do rozwoju zarodkéw ani w warunkach in vivo,
ani w wyniku hodowli in vitro. Przyczyng tych niepowodzen sg wszelkiego typu
niezgodnosci miedzy obcym pytkiem a tkanka stupka, co sprawia, ze pytek nie
kietkuje na znamieniu, albo wytwarza tagiewki zbyt krétkie, aby mogty dotrze¢ do
zalagzkéw. Takie bariery mozna usunaé izolujac cate kwiaty bez precikéw, same
stupki, stupki z odcietg szyjka, czy tez —jak w poprzednim przypadku — zalgznie
lub niezaptodnione zalgzki, i przeprowadzajgc zapylenie w warunkach sztucznych.
Wybdr wiasciwego eksplantatu jest o tyle istotny, ze im wiekszy eksplantat, tym
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fatwiejszy do hodowli; najtrudniejsze jest zapylanie i rozw6j izolowanych zalgzkéw.
Znajomo$¢ biologii kwitnienia i ré6znych wzajemnych korelacji rozwojowych obu
gatunkéw musi wiec byC jeszcze bardziej Scista i to poczawszy od dojrzatosci do
zapylenia az do rozwoju nasion, od tego bowiem zalezy wybdr eksplantatu i mo-
ment jego odizolowania od rosliny matecznej. Dodatkowa trudnos$¢ techniczng
przedstawia sterylne pobieranie duzych ilosci pytku formy ojcowskiej, jak réwniez
jego przechowywanie, aby maégt by¢ zastosowany w odpowiednim stadium rozwoju
tkanki zeAskiej drugiego gatunku. Warunkiem wstepnym jest tez umiejetnos¢ prze-
prowadzenia dalszych etapdéw hodowli in vitro, tzn. tych, na ktérych mogag wy-
stapi¢ bariery postzygotyczne. Jest to maksymalne rozszerzenie omawianych tu
metod embriologii eksperymentalnej. Wymaga jednak uprzedniego opanowania
techniki hodowli zaptodnionych zalazkéw i niedojrzatych zarodkéw, aby uzyskac
koncowy efekt w postaci mieszaricowych roslin. W ten spos6b udaje sie dopro-
wadzi¢ do zaptodnienia in vitro i otrzymania réznych stadiéw rozwoju zarodka,
czasem do peinego rozwoju nasion nie zawsze zdolnych do kietkowania, w innych
przypadkach tylko siewek, i ostatecznie réwniez rodlin. Zaréwno osiggniety etap
rozwoju, jak i ptodno$¢ otrzymanych tg droga mieszafncow (tab. 3) zalezy w du-
zym stopniu od odlegtosci filogenetycznej gatunkéw wyjsciowych.

TABELA 3

Mieszance otrzymane droga zapylenia in vitro

Lp Gatunki Literatura
1 Gossypium hirsutum® G. arboreum [34]

2 Melandrium album® M . rubrum [wg 41]
3 " ., XSilene schafta [wg 41]
4 . X Viscaria vulgaris [wg 41]
5 Nicotiana tabacumx N. debneyi [36]

6 xN . rosulata [36]

7 . XN. rustica [21]

8 Nicotiana alataxN. debneyi Twg 41]
9 Petunia parodiixP. inflata [31]

10 Zea mays X Z. mexicana [wg 41]

Podsumowujgc osiggniecia embriologii eksperymentalnej w zakresie uzyskiwa-
nia mieszancow nalezy stwierdzi¢, ze otrzymano dotad tgcznie rosliny z 52 kom-
binacji gatunkéw, w tym 2 miedzyrodzajowych.

3. HYBRYDYZACJA SOMATYCZNA

Omawiane juz tu metody polegaty na hodowli organow i tkanek generatywnych.
Od wielu lat hodowano jednak in vitro réwniez tkanki somatyczne, pochodzace
z réznych organoéw generatywnych. Tkanki te w sztucznych warunkach przeksztat-
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cajg sie w odroznicowany kalus, z ktérego mozna otrzyma¢ komorki hodowane
w zawiesinie. Stosujagc odpowiednie metody, mozna zaréwno tkanki, jak i komorki
pobudzi¢ do ponownego réznicowania i otrzymaé z nich rosliny. Okazato sie moz-
liwe wyprowadzenie roslin nawet z protoplastdw, czyli catkowicie odizolowanych
od siebie komoérek, pozbawionych S$cian. Istnieje okre$lona skala trudnosci, mia-
nowicie najtatwiej pobudzi¢ do réznicowania tkanki, potem komorki, a najtrudniej
protoplasty. Ro6znicowanie przebiega dwiema drogami:

morfogenezy, czyli niezaleznego przeksztatcania sie grup komoérek w zawigzki
korzeni i pedow — jest to droga posrednia i zdecydowanie czestsza,;

embriogenezy somatycznej, kiedy grupa komoérek tworzy pseudozarodek prze-
chodzacy kolejne stadia rozwojowe, poréwnywalne do naturalnych, i przeksztatca
sie w rosline — jest to droga bezposrednia, bardziej prawidtowa, chociaz znacznie
rzadsza i trudniejsza do przeprowadzenia eksperymentalnie.

Od czasu wyizolowania protoplastéw rozpoczeto intensywne proby wykorzy-
stania ich do tworzenia mieszancow miedzygatunkowych metodami paraseksu-
alnymi. Pozbawione $cian komérki mozna bowiem za pomoca odpowiednich
stymulatorow faczy¢ ze sobg w dowolnych kombinacjach. Protoplasty izoluje sie
z dwu podstawowych zrodet: hodowanych komorek i mezofilu lisci. Przy tgczeniu
protoplastow réznych gatunkéw zasadniczym problemem jest wyselekcjonowanie
komorek mieszaricowych [2]. Jednym z kryteriow selekcji moze byé zrodto komoé-
rek. Do izolacji heterokariondw wykorzystuje sie tez okre$lone markery, takie
jak cechy morfologiczne, mutacje samorzutne i indukowane oraz odpowiednie
pozywki selekcyjne. W zaleznosci od zastosowanej metody, selekcje przeprowadza
sie na poziomie komérek, na etapie réznicowania lub na poziomie ro$lin. Problem
stanowi ustalenie, ktoére z otrzymanych roslin sa mieszaricami, co wymaga tez
szczegdtowej analizy za pomocg maksymalnej liczby kryteridw.

Ta metoda, podobnie jak poprzednie, wymaga odpowiedniego przygotowania
eksperymentalnego, w tym dysponowania okreslonymi mutantami lub ich uprzed-
niego otrzymania, jak réwniez opanowania techniki petnej regeneracji protopla-
stow w rosliny dla obu tgczonych gatunkéw.

Hybrydyzacja somatyczna jednak diametralnie rézni sie od metod embriologii
eksperymentalnej. Prowadzona jest przede wszystkim na poziomie komoérek i to
somatycznych, a ponadto daje mozliwos¢ otrzymania mieszancéw z pominieciem
procesu zaptodnienia. Poczatkowo sgdzono, ze tgczac komorki diploidalne uda
sie przezwyciezy¢ problem sterylnosci mieszancow wynikajacy z braku homologii
chromosomoéw i otrzymaé ptodne amfidiploidy. Przypuszczenie to okazato sie
uproszczeniem. Inng z barier genetycznych stanowi meska sterylno$¢ niektorych
mieszaficow, wynikajaca z niezgodno$ci cytoplazmatycznej. Dotyczy to np. krzy-
zowania Nicotiana tabacum z N. debneyi, N. suaveolens lub N. rustica oraz Petunia
parodii z P. inflata. Mieszance maja sktad cytoplazmatyczny formy matecznej,
nie jest mozliwe ich samozapylenie i otrzymanie ptodnego F2. W tym przypadku
hybrydyzacja somatyczna wykazata [2], ze osiggalne jest uzyskanie ptodnych re-
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generantow i dalsza analiza ich potomstwa, co $wiadczytoby o obustronnym prze-
kazywaniu cech cytoplazmatycznych.

Probujac taczy¢ ze sobg rozne gatunki, niekiedy bardzo odlegte, wykazano,
ze moze nastgpi¢ catkowita lub przynajmniej czeSciowa integracja mieszaficowych
genomow. W wielu jednak przypadkach nie otrzymano mieszafcowych roslin,
a jedynie mieszance w postaci linii komérkowych. Okazaty sie one bardzo przy-
datne do badania réznych aspektow zjawisk niezgodnosci miedzygatunkowej.
Jednym z jej przejawdw jest eliminacja zespotu chromosomdw jednego z gatunkow
przy podziatach mitotycznych, a wiec na poziomie komérek somatycznych. Wy-

-
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TABELA 4

Miedzygatunkowe mieszafnce somatyczne

Gatunki Literatura
Brassica oleracea+B. campestris [28]
Daucus carota+D. capillifolius [wg 2]
Datura innoxia+D. candida [wg 2]

. ., +D. discolor [wg 2]

. ., +D. quercifolia [wg 14]

. ,, +D. sanguinea [wg 2]

" ,, +D. stramonium [wg 2]
Medicago sativa+M. falcata [35]
Nicotiana glauca+N. langsdorfii [wg 2]
Nicotiana sylvestris+N. alata [wg 91

" . +N. bigelovii [wg 9]

. . +N. knightiana [wg 2]

i’ " +N. rustica [wg 9, 14]

" » +N. suaveolens [wg 2]
Nicotiana tabacum-\-N. alata [wg 2]

., ., +N. debneyi [wg 2]

" . +N. glauca [wg 2]

" . *+N. glutinosa [24, 38]

. ., +N. knightiana [wg 2]

" » +N. nesophila [7]

" ,,  +N. otophora [8]

” »  +N. plumbaginifolia [wg 2]

. ., +N. repanda [25]

" " +N. rustica [wg 2, 23]

" ., +N. suaveolens [wg 2]

" » +N. stocktonii [6]

" i +N. sylvestris [wg 2, 8, 15]

" M +N. undulata [wg 9]
Petunia parodii-fP. hybrida [wg 2, 9, 20]

" . +P. inflata [wg 2]

" » +P. parviflora [wg 2]
Petunia hybrida+P. axillaris [wg 2]
Solanum tuberosum+S. chacoense [wg 2]

" " +S. nigrum [3]
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jasniono zatem przyczyne, dla ktérej odlegte mieszanice miedzygatunkowe nie
muszg by¢ amfidiploidami. Podobna eliminacja dotyczy tez mieszafcowego sktadu
organeli, jakkolwiek w przypadku blizej spokrewnionych gatunkéw mozliwe jest,
przynajmniej czeSciowe, przetamanie niezgodnos$ci cytoplazmatycznej.

W wyniku hybrydyzacji somatycznej uzyskano ponadto 46 roslinnych mie-
szancéw miedzygatunkowych i miedzyrodzajowych (tab. 4 i 5) oraz 24 rézne typy
TABELA 5
Miedzyrodzajowe mieszafice somatyczne

Lp. Gatunki Literatura
1 Atropa belladonna+ Datura innoxia twg 2]
2 " " +Nicotiana chinensis [21]

3 " ” +Nicotiana tabacum [12]
4 " " + Petunia hybrida [wg 14]
5 Daucus carotaA- Aegopodium podagraria [wg 2]
6 " ,,  +Petroselinum hortense [wg 23]
7 Nicotiana tabacumA-Hyoscyamus muticus [wg 14]
8 " ., + Petunia hybrida [40]
9 . ., + Salpiglossis sinuata [25]

10 " ., + Solanum tuberosum [32]

11 Solanum tuberosum+Lycopersicon esculentum [wg 2]
12 Arabidopsis thaliana-\-Brassica campestris [wg 2]

mieszancéw wewnatrzgatunkowych, a wsréd nich gczace rézne genotypy cyto-
plazmatyczne przy tym samym skiadzie jadrowym. Wewnatrzgatunkowe mieszarnce
stanowia doskonatg kontrole i punkt odniesienia do poréwnai miedzy mieszan-
cami piciowymi i somatycznymi, otrzymywanymi w warunkach in vivo i in vitro.
Wiele mieszancow miedzygatunkowych, w naturze nieistniejgcych lub mesko ste-
rylnych, okazato sie ptodnymi [2]. Z poréwnania mieszaficow blisko spokrewnio-
nych z odlegtymi (i miedzygatunkowych z miedzyrodzajowymi) wynika, ze w pierw-
szym przypadku populacja mieszancéw somatycznych sktada sie przewaznie z osob-
nikéw posrednich miedzy gatunkami wyjsciowymi (rys. 2), a tylko niewielka grupa

Rys. 2. Por6wnanie mieszancéw somatycznych powstatych z gatunkéw blisko spokrewnionych
(po lewej) i odlegtych (po prawej)
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roslin ma cechy zblizone do gatunku A lub B. Tam, gdzie mozliwe byto poréwnanie
mieszancow piciowych (krzyzujacych sie w warunkach in vivo) z somatycznymi,
te ostatnie okazatly sie bardziej zréznicowane niz potomstwo piciowe. Jest to efek-
tem wtérnych zmian zaindukowanych podczas hodowli in vitro. Z kolei w przypad-
ku gatunkéw odlegtych, w populacji mieszancéw przewage stanowig rosliny po-
dobne do gatunku A lub B, natomiast na mieszancowos¢ niektérych roslin wska-
zujg tylko pojedyncze cechy morfologiczne. W wielu przypadkach, aby w ogole
wykazaé, ze rosliny sg mieszancami, trzeba byto siegna¢ do analizy biochemicznej
lub nawet molekularnej. Wynika to czeSciowo z omawianej juz eliminacji chro-
mosomoOw. Mieszarice te majg petny genom jednego z gatunkdéw i tylko fragmenty
drugiego, dlatego tez nazywane sg asymetrycznymi. Czesto sg to rosliny nieptodne,
charakteryzujgce sie anomaliami morfologicznymi.

L aczenie protoplastow pozwala wprawdzie oming¢ bariery ptciowe, ale w wielu
przypadkach nie usuwa bariery miedzygatunkowej, ktérg mozna okresli¢ jako nie-
zgodno$¢ somatyczng i to zaréwno typu genomowego, jak i plastomowego. Prze-
jawia sie ona na wszystkich etapach:

1 przezywalnosci komorek mieszancowych — w eksperymentach hybrydy-
zacyjnych operuje sie milionami komorek, natomiast to, co na ogdt otrzymuje sie
w postaci roélin, stanowi zaledwie utamek procenta;

2. rozwoju heterokarionéw — Swiadczy o tym eliminacja chromosomow, nie-
prawidtowe podziaty komoérek, a takze eliminacja organeli okre$lonego typu w
mieszancach cytoplazmatycznych;

3. réznicowania i morfogenezy — otrzymane mieszance sg czesto nienormalne
lub niezdolne do rozmnazania i w zadnym dotad przypadku nie stwierdzono, aby
réznicowanie nastepowato poprzez embriogeneze wtdrng.

Asymetria odlegtych mieszancow, czyli brak petnej mieszancowosci, a nawet
nieptodnos$¢ nie oznacza jednak, ze sg to formy catkowicie bezuzyteczne. Prawdo-
podobnie petna integracja zasadniczo odrebnych genoméw w ogole nie jest mozliwa,
natomiast wprowadzenie droga somatyczna matych fragmentéw genomu jednego
gatunku do drugiego moze w przysztosci okazac sie pozyteczne. Posrednio mozna
wysungé wniosek, ze eliminacja chromosoméw jest jednym z warunkéw petnej
lub dosy¢ normalnej morfogenezy mieszancdw somatycznych otrzymywanych in
vitro.

4. PODSUMOWANIE

Prébujac poréwnaé ze sobg metody embriologii eksperymentalnej i hybrydy-
zacji somatycznej nalezy zdawaé sobie sprawe, ze normalna piciowa zygota zawiera
haploidalne genomy jadrowe obu gatunkéw i genom cytoplazmatyczny, pocho-
dzacy gtdwnie z formy matecznej. Wynika to nie tylko z matej ilosci cytoplazmy
przenoszonej przez komoérki plemnikowe, ale i z faktu, ze na kilku gatunkach wy-
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kazano mozliwos¢ wybidrczej segregacji organeli do komorki wegetatywnej, a nie
generatywnej w ziarnie pytku. Mieszance somatyczne za$ tgczg diploidalne genomy
jadrowe oraz genomy cytoplazmatyczne obu gatunkéw. W tym wiec przypadku
kompleksowo$¢ genetyczna jest wieksza, co daje mozliwosci petniejszej i szerszej
analizy cech. Metodami paraseksualnymi mozna taczy¢é genomy, ktére w naturze
rozdzielone sg przede wszystkim barierg ptciowa, nie tylko somatyczng. W embrio-
logii eksperymentalnej mozliwos$ci analizy sa bardziej ograniczone, bariery za$ so-
matyczne bylyby znacznie trudniejsze do wykrycia. Poza tym mechanizmy obu
typow niezgodnosci (ptciowej i somatycznej) wcale nie muszg by¢ jednakowe.
Bariery piciowe ograniczone sg prawdopodobnie tylko do tkanek generatywnych,
niekoniecznie muszg dziataé w innych typach tkanek, natomiast bariery somatyczne
moga ujawniac¢ sie w roznych typach komoarek i na réznych etapach rozwoju ro-
$liny. Jakkolwiek ich charakter pozostaje tylko cze$ciowo poznany, fakty, ze w
mieszancach somatycznych nie wykryto dotad embriogenezy wtdrnej, oraz ze wiele
odlegtych mieszancow pozostato na etapie linii komdrkowych niezdolnych do
morfogenezy, wydajg sie wskazywaé¢, ze w sztucznych warunkach i dla wzrostu
odroznicowanego mozliwa jest kooperacja i koordynacja podstawowych proce-
sow metaboliczno-fizjologicznych, natomiast dla peinej regeneracji juz ona nie
wystarcza. Oznacza to, ze wiele barier somatycznych przejawia sie m. in. na po-
ziomie réznicowania komorek.

Obie omawiane metody sa niezupetnie poréwnywalne, poniewaz spektrum
testowanych gatunkéw jest nieco inne, a poza tym w przypadku mieszancow po-
wstatych metodami embriologii eksperymentalnej brak na ogo6t analizy genetycznej
cech w odniesieniu do gatunkéw wyjSciowych. Jezeli jednak sprébujemy poréw-
na¢ mieszance otrzymane niezaleznie od siebie obiema metodami (tab. 6), to moze

TABELA 6

Mieszance piciowe i somatyczne otrzymane in vitro

. Embriologia Hybrydyzacja
Gatunki eksperymen-
somatyczna
talna

N. tabacumxN. alata — +
N. tabacum+N. alata
N. rusticaxN. glutinosa + —
N. rustica+N. glutinosa
N. tabacumxN. rustica 4 +
N. tabacum-\-N. rustica

sie okazac¢, ze one nie wykluczajg sie wzajemnie, a raczej uzupetniajg i moga pro-
wadzi¢ do tego samego lub rdéznego wyniku. Niewatpliwg zastugg obu dziedzin
pozostaje to, ze umozliwity one uzyskanie mieszanco6w w naturze niekrzyzowalnych,
ani nieosiggalnych tradycyjnymi metodami.
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AKTUALNE POGLADY NA PROCES ODNOWY | ROZNICOWANIA
KOMOREK MACIERZYSTYCH NABLONKA PLEMNIKOTWORCZEGO
SSAKOW

PRESENT VIEWS ON THE RENEWAL PROCESS AND DIFFERENTIATION OF THE
STEM CELLS OF SEMINIFEROUS EPITHELIUM IN MAMMALS

Jolanta BARTMANSKA

Zaktad Anatomii Poréwnawczej, Instytut Zoologii Uniwersytetu Wroctawskiego

Streszczenie. Pomimo licznych badan nadal trwa dyskusja nad modelem odnowy spermatogoniow
u ssakéw. Réznice w pogladach na pochodzenie i zachowanie macierzystych komdrek nabtonka
plemnikotwdrczego staty sie podstawg do zaproponowania dwo6ch modeli odnowy spermatogo-
niow. Pierwszy, zaproponowany przez Clermonta i Bustos-Obregon [9], sugeruje wystepowanie
dwéch kategorii macierzystych komérek nabtonka plemnikotwérczego w obrebie spermatogo-
niow typu A. Typ A1-A4, to aktywne komdrki macierzyste. W czasie synchronicznych podziatéw,
zachodzacych w kazdym cyklu nabtonka plemnikotworczego, spermatogonia te odnawiajg sie,
namnazajg i daja poczatek réznicujagcym sie spermatogoniom przeznaczonym do produkcji sper-
matocytéw. Druga kategorie stanowia izolowane spermatogonia typu A (A;s) uwazane za rezer-
wowe komorki macierzyste. U dorostych ssakow indeks mitotyczny tych spermatogoniéw jest
bardzo niski, zatem tylko w niewielkim stopniu uczestniczy¢é mogg w produkcji nowych spermato-
goniéw. Przez pewien czas model ten uwazany byt za uniwersalny dla ssakéw. Obecnie jednak
wiekszo$é autoréw jest zdania, ze przynajmniej u gryzoni i tryka, a prawdopodobnie i u innych
ssakéw, wytacznie izolowane spermatogonia typu A sa komdrkami macierzystymi nabtonka ple-
mnikotwérczego, podczas gdy pozostate spermatogonia sg komadrkami réznicujagcymi sie, co jest
zgodne z drugim modelem odnowy, zaproponowanym przez Huckins [24, 25, 26]. Wiele proble-
moéw dotyczacych mechanizméw kontrolujacych odnowe spermatogoniéw jest nadal nie roz-
wigzanych.

Summary. Despite many attempts to investigate the problem, there is still some debate concer-
ning the construction of the exact model of stem cells renewal in mammalian testis. The differences
in the opinions about the origin and behaviour of stem cells, causes the development of two models
of spermatogonial renewal. The first one, presented by Clermont and Bustos-Obregon [9] suggests
the existence of two classes of stem cells in the seminiferous epithelium. Type A!-A4 spermato-
gonia, according to the model, there are active stem cells. During each cycle of seminiferous epi-
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thelium they divide synchronously to increase their number, renew themselves and to give rise
to differentiating elements which are committed to the production of spermatocytes. The second
category, isolated type A (Ais), are probably the reserve stem cells only, since in adult mammals,
according to their low mitotic index, they contribute only very little to the production of new sper-
matogonia. The model was considered to be an universal for mammals. At present however, most
of the autors agree that at least in rodents and in the ram A isolated spermatogonia are true stem
cells, while other A spermatogonia are differentiated cells. This represents the principles of the
second model, as it has been proposed by Huckins [24, 25, 26], However, there are still many pro-
blems, concerning in particular to the regulatory mechanism of spermatogonial renewal which
remain to be clarified.

Ciagta produkcja garnet, zachodzaca w jadrach ssakéw, osigga dziennie dzie-
sigtki miliondw plemnikéw [49]. Wymaga to istnienia niezawodnego Zrodta
komorek wchodzacych w proces spermatogenezy oraz precyzyjnie dziatajgcych
mechanizméw regulujacych proces odnowy macierzystych komorek nabtonka
plemnikotwdrczego. Zrédto, jak wiadomo, stanowia spermatogonia, ktére po-
jawiajg sie w przedziale przypodstawnym kanalikow nasieniotwdrczych ssakow
wkrétce po urodzeniu. W procesie rozwoju i réznicowania diploidalnych sperma-
togoniow w haploidalne, zdolne do zaptodnienia plemniki, zwanym spermatoge-
neza, wyréznia sie zwykle trzy fazy. Odnowa spermatogoniédw macierzystych i na-
mnozenie spermatogoniéw przeznaczonych do produkcji spermatocytéw zachodzi
podczas pierwszej fazy spermatogenezy. Druga faza dotyczy spermatocytéw prze-
chodzacych mejoze, trzecia za$ spermatyd podlegajacych serii skomplikowanych
zmian cytologicznych, prowadzacych do ich przeksztatlcenia w plemniki. O ile
druga i trzecia faza procesu spermatogenezy ma podobny charakter u wszystkich
ssakow, o tyle pierwsza wykazuje wiele cech specyficznych dla réznych gatunkéw.

Proces odnowy macierzystych komorek nabtonka plemnikotworczego byt
szczegOtowo analizowany u szczura, poniewaz stanowit on klasyczny obiekt wielu
doswiadczen. W zwiagzku z tym w pracy oparto sie przede wszystkim na wynikach
badan tego gatunku, zaznaczajagc w miare potrzeb wazniejsze réznice wystepujace
w procesie odnowy spermatogoniéw u innych gatunkow.

CYKL | FALA NABLONKA PLEMNIKOTWORCZEGO SSAKOW

Komérki spermatogeniczne ssakow wykazujg charakterystyczng organizacje
strukturalng i czasowa. U dorostych osobnikéw nabtonek plemnikotwérczy zbu-
dowany jest zawsze z jednej lub dwoch generacji spermatogoniéw, spermatocytow
i spermatyd. Generacje tworzg komorki powstajgce mniej wiecej w tym samym
czasie, synchronicznie rozwijajace i przeksztatcajgce sie w procesie spermatoge-
nezy. Poszczegdlne generacje uktadaja sie zawsze w zespoly o statej kompozyciji,
pojawiajgce sie na danym obszarze kanalika w okreslonym czasie i kolejnosci.
Kompletna seria takich zespotdw, zwanych stadiami, stanowi cykl nabtonka ple-
mnikotwdérczego [7]. Diugos¢ cyklu, czyli czas, jaki uptywa miedzy pojawieniem
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sie dwoch identycznych stadiow w tym samym miejscu kanalika, jest cechg cha-
rakterystyczng dla kazdego gatunku. Dla wielu gatunkéw ssakéw czas trwania
cyklu zostat juz doktadnie okreslony [3, 10, 15, 21, 47]. Cykl nabtonka plemniko-
tworczego szczura trwa 12,9 dnia i wyrézniono w nim 14 stadiéw [10] (rys. 1).

Stadia ;yklu
czas. Zespoty komédrek spermatogenicznych*
Ip. trwania
[godz ]
| 34,8 Adm P 1 15
11 23,3 Ai In P 2 16
11 6,0 Ai In P 3 16
v 13,0 Aa Inm P 4 17
\% 14,7 Ai B P 5 17
\| 26,5 Ais Ai Bm P 6 18
Vii 62,8 1 Ai Pl P 7 18
Vil 21,3 AlP Ai Pl P 8 19
1X 71 Aal Axm L P 9
X 7.1 A2 L P 10
X1 71 A2 L P 11
X1 32,3 A2m z P 12
X111 17,6 A3 z Di 13
X1V 14,1 A3m P M /11 14
Rys. 1. Cykl nabtonka plemnikotwdrczego u szczura (wedtug [10], zmienione)
*Aifl — izolowane spermatogonia typu A; Ap — spermatogonia typu A tworzace pary; Aal —
uszeregowane spermatogonia typu A; At—A4 — kolejne generacje synchronicznie dzielagcych sie
spermatogoniéw typu A; In, B — spermatogonia typu In, B; MI/Il — pierwsza i druga metafaza

mejozy; PI, L, Z, P, Di —spermatocytylrzedu w profazie mejozy; 1—19 — stopnie spermiogenezy

Zjawisko cyklu nalezy wyraznie odr6zni¢ od fali nabtonka plemnikotwdérczego.
Z niezrozumiatych dotychczas powodoéw przylegte obszary kanalika nasieniotwor-
czego zawierajg zespoty komdrek bedace w poprzedzajgcym lub nastepnym sta-
dium cyklu. Takie fragmenty kanalika nazwano segmentami. Fale nabtonka plem-
nikotwdérczego stanowi seria przylegtych segmentéw, zawierajacych wszystkie ze-
spoty odpowiadajgce stadiom cyklu danego gatunku [48]. Wystepowanie fali jest
zjawiskiem powszechnym u ssakéw, z wyjatkiem czlowieka [3-5]. Poszczegélne
generacje komorek gametogenicznych cziowieka, a wiec i utworzone przez nie
zespoty, sktadajg sie z niewielkiej liczby komorek. Poniewaz kazdy z licznych,
matych zespotéw zajmuje ograniczong cze$¢ obszaru kanalika, uktad wiec segmen-
tow w kanalikach nasieniotworczych cztowieka sprawia wrazenie mozaiki.

Znajomos$¢ specyficznej organizacji komoérek gametogenicznych i towarzysza-
cych jej zjawisk stanowi duze udogodnienie w badaniach procesu odnowy sper-
matogoniéw, poniewaz wiele z nich powstaje, rozwija sie i rozpoczyna podziaty
w Scisle okreslonych stadiach cyklu nabtonka plemnikotwérczego.
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TYPY SPERMATOGONIOW SSAKOW

Na podstawie morfologii jader komorkowych u ssakow wyr6zniono trzy typy
spermatogonidow: A, In (posredni) i B. Typ In nie wystepuje u naczelnych, z czto-
wiekiem wigcznie, oraz u kilku innych gatunkéw ssakéw [3-8]. Z reguly powstanie
spermatocytow u ssakOw jest poprzedzone piecioma lub szeScioma podziatami
spermatogonidw, ale liczba generacji zaliczanych do poszczegélnych typoéw jest
rézna u roznych gatunkéw. U szczura i myszy cztery pierwsze generacje zaliczane
sg do typu A (Ai-A”, dwie nastepne odpowiednio do In i B [9, 43], u chomika
do typu A naleza trzy pierwsze generacje, kolejna do typu In, dwie za$ ostatnie
do typu B [47], U naczelnych wystepuja dwie generacje spermatogoniow typu A
i cztery generacje spermatogoniow typu B [6-8].

Spermatogonia typu A sa obecne we wszystkich stadiach cyklu nabtonka plem-
nikotworczego ssakow, natomiast wystepowanie pozostatych typéw spermatogo-
nidéw jest ograniczone do tych stadiéw, w ktérych wystepuja dwie generacje sper-
matyd. Spermatogonia typéw In i B sg do siebie zblizone pod wzgledem morfolo-
gicznym i funkcjonalnym. Zawierajg duze i wyrazne ziarna heterochromatyny w
nukleoplazmie, wokét jaderek i przy wewnetrznej blonie otoczki jagdrowej. Sa to
komoarki zréznicowane. Po podziale spermatogoniéw typu B powstajg sperma-
tocyty preleptotenowe wchodzace w mejoze.

W proces odnowy zaangazowane sg jedynie spermatogonia typu A. Dotych-
czas jednak trudno rozstrzygnaé, czy zdolnosci produkowania do wiasnej puli
i na zewnatrz zachowuja wszystkie spermatogonia A, i w jakim stopniu, czy tez
tylko nieliczne z nich, a jesli tak to ktére, bowiem typ A nie stanowi jednorodnej
grupy.

Wkrotce po uwolnieniu plemnikéw do Swiatta kanalika, w nabtonku plemni-
kotwérczym ssakéw rozpoczyna sie silne namnazanie spermatogoniow A. Podziaty
zachodzg synchronicznie, zawsze w tych samych, Scisle okreslonych stadiach cyklu.
U szczura kolejne generacje spermatogoniéw A powstajg w IX, XII, XIV i | sta-
dium cyklu (rys. 1). Spermatogonia Ax szczura i innych ssakow majg dyskowate
jadra zawierajgce rozproszong chromatyne i jedno lub dwa jgderka otoczone jas-
nym polem. Potgczone mostkami plazmatycznymi, tworzg charakterystyczne sznury
komérek ulokowane w tunelach utworzonych przez komorki podporowe (rys. 2).
Ich cykl zyciowy waha sie w granicach 85-168 godz. ze wzgledu na zréznicowang
dtugos¢ fazy Gi [12, 23, 25]. Nastepne generacje spermatogoniow A, tuz po po-
wstaniu tworzg — podobnie jak At — zwarte sznury komdrek, jednak z czasem
ulegajg one wiekszemu rozproszeniu. W jadrach spermatogoniow A2-A4, szcze-
gélnie pod koniec ich cyklu zyciowego, obserwuje sie drobne ziarenka heterochro-
matynowe, przylegajace do otoczki jadrowej i jaderek (rys. 3-5). Ich cykl zyciowy
jest znacznie krétszy i trwa okoto 42 godz. [23, 38, 47]. Indeks mitotyczny sper-
matogoniow Ai-A4, obliczony dla catego cyklu nabtonka plemnikotworczego,
wynosi 0,60%. W tych stadiach cyklu, w ktérych spermatogonia Ai-A4 przecho-
dzg synchroniczne podziaty, jest on okoto 10-krotnie wiekszy [11]. U wielu gatun-
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Rys. 2-7. Fragmenty kanalikéw nasieniotwérczych wyizolowane z jader szczura i montowane

w catosci na szkietku podstawowym. Jadra poszczeg6lnych kategorii spermatogoniow typu A

i komorek podporowych (S) widoczne przez btone podstawng kanalikéw nasieniotwérczych.

Jadra spermatocytow preleptotenowych (PIl), lezace blizej $wiatta kanalikdw, poza gtebig ostrosci.
Hematoksylina Harrisa, x 1500



22 J. BARTMANSKA

kéw ssakow w kazdym cyklu nabtonka plemnikotworczego zachodzi spontaniczna
degeneracja spermatogoniéw A, ktérej ulega w przyblizeniu zawsze ta sama liczba
komoérek [28, 44, 55]. U gryzoni degenerujg zwykle spermatogonia drugiej i trze-
ciej generacji typu A (A2 i A3). Pierwsze oznaki degeneracji stajg sie widoczne
w komérkach konczacych faze syntezy DNA [2, 28, 43], Na skutek degeneracji
liczba spermatogoniéow A4 u szczura jest zaledwie 2,3 razy wieksza od liczby sper-
matogoniéw At, cho¢ teoretycznie powinna wzrosngé 8-krotnie [28],
Analizujac topografie spermatogoniéw A, rozmieszczonych wzdtuz btony pod-
stawnej fragmentéw wyizolowanych z jader kanalikow nasieniotwdérczych, Cler-
mont i Bustos-Obregon [12] natrafili na spermatogonia A, ktére lezg pojedynczo,
parami badZz tworza krétkie, gtownie 4-8-komoérkowe taincuchy potgczone mo-
stkami plazmatycznymi. Specyficzna topografia tych spermatogoniow postuzyta
do nazwania ich odpowiednio: A izolowanymi (A isolated; w skrécie Ais), A po-
taczonymi w pary (A pair; w skrocie Ap) oraz A uszeregowanymi (A aligned; w
skrocie Adl). Rozmiary i morfologia Aisi Ap mogg by¢ dos¢ zréznicowane, zwykle
jednak sg to komdrki do$¢ mate. Owalne lub fasolkowate jgdra tych komoérek za-
wierajg dyfuzyjng chromatyne oraz stabo zaznaczone jaderko i otoczke jagdrowg
(rys. 3, 6). U wszystkich badanych gatunkow jest ich mato i liczba ich nie ulega
zmianie w czasie cyklu nabtonka plemnikotwérczego [11, 12, 24, 26, 40, 44, 47],
Informacje dotyczace aktywno$ci mitotycznej tych spermatogonidw s niestety
rozbiezne. Wedtug niektérych autoréw spermatogonia te stabo znakujg sie izo-

Rys 8. Odnowa spermatogoniéw u szczura (wedtug [51], zmienione)
1 — model Clermonta i Bustos-Obregon, Il — model Huckins
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topami, co wskazuje, ze sa to komdrki dtugocykliczne, dzielgce sie sporadycznie
[1, 11, 12], inni natomiast uwazaja, ze przynajmniej pod koniec cyklu nabtonka
plemnikotwdrczego komorki te dzielg sie dos¢ intensywnie [25, 26, 32, 36, 37, 39,
40, 45, 51, 52]. Spermatogonia Ad (rys. 5) pod wzgledem wielkosSci i konfiguracji
chromatyny w jadrze czesto nie odbiegaja od opisanych juz tu spermatogoniéw
A2-A4. Jednak niektére z nich, a czasami i wszystkie lezace w jednym #tancuchu
majg jadra ptatowate o bardzo nieregularnych ksztattach. Nazwano je A pitato-
watymi (A lobulated; w skrocie Aldb) (rys. 7). Podziaty spermatogoniow Ais, Ap
oraz Aa najczesciej nie sg zsynchronizowane z podziatami otaczajacych je pozo-
statych spermatogoniow A, lecz zachodzg sporadycznie, z r6znym nasileniem w
réznych stadiach cyklu nabtonka plemnikotwdrczego, co wskazuje na nieregularny
cykl mitotyczny tych spermatogoniéw [11, 12, 27, 32, 36-39, 51]. Od czasu odkrycia
spermatogoniéw Aa sporne pozostaje ich pochodzenie, a w zwigzku z tym i rola,
jaka odgiywajg w procesie odnowy spermatogoniow. W rezultacie doprowadzito
to do powstania dwoch aktualnie branych pod uwage modeli odnowy spermato-
goniéw u ssakéw (rys. 8).

MODELE ODNOWY

Clermont i Bustos-Obregon [9] oraz Clermont i Hermo [11] uwazaja, ze wszyst-
kie spermatogonia typu A majg charakter komodrek niezr6znicowanych, zdolnych
do samoodnowy. Jednak nie wszystkie realizujg swoje mozliwosci w tym samym
stopniu. W normalnych warunkach aktywng role spetniajg tylko spermatogonia
AxA4. Zdaniem autoréw, jest to jedyna grupa spermatogoniow A, ktorej indeks
mitotyczny jest dostatecznie wysoki do spetnienia tego zadania. Dzielg sie one
synchronicznie w okreslonych stadiach cyklu nabtonka plemnikotwdérczego, skut-
kiem czego znacznie wzrasta liczba komorek w kolejnych generacjach. Istotny jest
podziat ostatniej generacji spermatogoniéow A (u szczura A4). W wyniku tego po-
dzialu powstajg zarbwno spermatogonia zréznicowane — typu In, jak rowniez
nowe spermatogonia AI5 ktére po dlugiej interfazie (u szczura st. II-¥IIl) roz-
poczynajg nowg serie synchronicznych podziatéw namnazania (u szczura w st. 1X).
Clermont i Hermo [11] w zasadzie utozsamiajg Al szczura, bedace w poczgtkowej
fazie cyklu zyciowego, z wystepujagcymi woéwczas spermatogoniami Aal. Jednakze
okazato sig, ze niewielka liczba spermatogoniow Ad daje sie zauwazy¢ w nabtonku
plemnikotworczym jeszcze przed podziatem, a nawet przed pojawieniem sie sper-
matogonidw A4 miedzy spermatogoniami A2 i A3 [23, 24]. Autorzy sadza, ze sa
to spermatogonia wywodzace sie sposrod dzielacych sie synchronicznie A2-A4,
ktérych cykl zyciowy zostat zatrzymany w fazie G 1} zaburzajgc synchronizacje
rozwoju tych komoérek z resztg wiasnej generacji. Byé moze stanowig one rodzaj
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lokalnej nadprodukcji i w miare potrzeb moga ponownie wiacza¢ sie do cyklu,
zasilajgc populacje spermatogoniow A rdéznych generacji, z Ax wigcznie [1, 9, 11,
12].

Spermatogoniom Ais i Ap autorzy modelu przypisuja marginalne znaczenie
w procesie odnowy spermatogoniow u dorostych ssakdw. Niski indeks mitotyczny
tych komorek, ktéry u szczura wynosi zaledwie 0,1%, nie wskazuje na mozliwos¢
ich efektywnej odnowy [9, 11]. Autorzy obliczyli, ze gdyby kazde spermatogonium
Ais podzielito sie przynajmniej jeden raz w ciggu cyklu nabtonka plemnikotwor-
czego, by utrzymac wielko$¢ wiasnej populacji i wytworzy¢ komorki wchodzace
w dalsze etapy spermatogenezy, ich indeks mitotyczny powinien by¢ okoto szesé
razy wiekszy od stwierdzonego. Tymczasem, nawet po wielokrotnym wstrzyki-
waniu znakowanej tymidyny w ciggu trwania cyklu nabtonka plemnikotwdrczego,
okoto 30% tych spermatogoniéw nie przyjmowato znacznika, co wskazuje, ze sg
to komorki nieaktywne lub o bardzo dtugim cyklu zyciowym [11, 12]. Zaréwno
wiec mata liczba, jak i rzadko spotykane podziaty sprawity, ze autorzy modelu
wyeliminowali te spermatogonia jako kandydatki na komoérki macierzyste, funk-
cjonujagce w normalnych warunkach. Ze wzgledu na dhugi cykl zyciowy, ktérego
wiekszg czes¢ stanowi faza Gi/Ge, Ais i Ap sg niezwykle oporne na réznego ro-
dzaju uszkodzenia, ktérym tatwo ulegajg inne typy spermatogoniéw. Gdy wiek-
szo$¢ spermatogoniéw A zostaje zniszczona, Ais i Ap repopulujag nabtonek kana-
likbw nasieniotwdrczych [17-20, 29, 33, 35, 46, 50, 53]. Dlatego autorzy modelu
przyjeli, ze sg to rezerwowe komdrki macierzyste nabtonka plemnikotwérczego.
Wyrazajg réwnocze$nie opinie, ze za blokade potencjalnych mozliwosci prolifera-
cyjnych tych spermatogoniéw w normalnych warunkach sg odpowiedzialne substan-
cje o charakterze chalonéw [13, 14, 34].

Wystepowanie dwu klas spermatogoniéw macierzystych, z ktérych tylko jedna
spetnia aktywng role w normalnych warunkach, opisano réwniez u cztowieka i in-
nych naczelnych [3-6, 8, 12, 21, 22]. Jadra obydwu kategorii spermatogoniéw ma-
cierzystych u naczelnych, z cztowiekiem wigcznie, wykazujg tak charakterystyczng
morfologie, ze ich rozrdznienie nie sprawia trudnosci [6, 8]. Jadra spermatogo-
niéw pierwszej kategorii, zwane ciemnymi spermatogoniami A (Adark; w skrdcie
Ad), zawierajg homogenng, gesto upakowang chromatyne, wybarwiajacg sie bar-
dzo silnie hematoksyling. U cztowieka w jadrach tych spermatogonidéw wystepuje
centralnie lezace przejasnienie podobne do wakuoli, u badanych za$ gatunkéw
matp miedzy otoczka jadrowa a chromatyng zaznacza si¢ jasny pierscien. Prawdo-
podobnie cechy te sg morfologicznym wyrazem fazy G JG q cyklu zyciowego sper-
matogoniow Ad [51]. Komérki te dzielg sie bardzo rzadko, uaktywniajac sie je-
dynie w przypadku uszkodzenia nabtonka kanalikéw nasieniotworczych [12].
Druga kategoria spermatogoniow A, tzw. A jasne (A pale; w skrécie Ap)), sta-
nowi grupe aktywnych komorek macierzystych. W nabtonku plemnikotworczym
naczelnych obie kategorie spermatogoniéw A wystepujg w stosunku 1:1. W kaz-
dym cyklu nabtonka zachodzi mitoza spermatogoniéw Apal, w wyniku ktorej po-
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wstajg — w réwnej liczbie — nowe spermatogonia Apa i pierwsza generacja sper-
matogoniéw B (B”, przeznaczonych do produkcji spermatocytéw. Wysunieto
przypuszczenie, ze Apa juz przed podziatem sg zdeterminowane w kierunku od-
nowy tub réznicowania, jednak ani na podstawie dtugosci cyklu mitotycznego,
ani morfologii nie udato sie uchwyci¢ miedzy nimi zadnych réznic [51].

Obecnie przewaza opinia, ze odnowa spermatogonidw u naczelnych, prze-
biegajaca zgodnie z modelem Clermonta i Bustos-Obregon, ma charakter wyjat-
kowy, natomiast u innych gatunkéw ssakow spermatogonia odnawiajg sie wediug
schematu, ktory zaproponowata Huckins [24] dla szczura. Proces odnowy sperma-
togoniéw zgodny z tym modelem opisano nastepnie u myszy [32, 44, 45], a ostatnio
u chomika i tryka [36-40, 47, 51].

Huckins [24] uwaza, ze macierzystymi komérkami nabtonka plemnikotwor-
czego u szczura Sg wytgcznie izolowane spermatogonia A (rys. 8). Sporadyczne
podziaty tych komérek prowadzg bgdz to do powstania nastepnych spermatogo-
niéw izolowanych, badz tez — wskutek niekompletnej cytokinezy — do wytwo-
rzenia par potgczonych mostkami plazmatycznymi (Ap). Kolejny podziat w ostat-
nim przypadku prowadzi do powstania fafncuszka ztozonego z czterech liniowo
utozonych, potaczonych mostkami komérek, okreslanych jako Aal. U szczura
i wielu innych gatunkow ssakéw najwieksza aktywnos$¢ podziatowa spermatogo-
niow Aal zbiega sie w czasie z podziatami ostatniej generacji synchronicznie dzie-
lacych sie spermatogoniéw typu A i ustaje niemal réwnocze$nie z pojawieniem sie
spermatogoniéw typu In w okreSlonym miejscu nabtonka plemnikotwd6rczego
[25, 40, 52]. Spermatogonia Aa wchodzg woéwczas w okres diugotrwatej fazy GL
W okresie, w ktérym nastepuje uwolnienie plemnikéw z nabtonka plemnikotwor-
czego do Swiatta kanalika (u szczura V111 st. cyklu), niemal wszystkie Aa wchodzg
w faze syntezy DNA; znacznie powiekszaja rozmiary i stopniowo nabieraja coraz
wiecej cech morfologicznych, typowych dia spermatogoniow Ax. Wkrotce potem
(u szczura w IX st. cyklu) dzielg sig, dajac poczatek kolejnej generacji synchronicz-
nie dzielacych sie spermatogoniow A. Nie tylko Aa], lecz réwniez niektére Ais
oraz Ap moga bezposrednio roznicowac sie w Ax. Nie wyklucza sie takze istnienia
odwrotnych mozliwosci, powstawania izolowanych spermatogoniéow A, zacho-
wujacych charakter komorek macierzystych, przez zerwanie mostka miedzy parg
spermatogoniow A (Ap), a nawet, cho¢ to mato prawdopodobne, miedzy sperma-
togoniami Ad [19, 40, 51]. Zdaniem Huckins [23, 25], Ap oraz Ad w poczgtkowej
fazie cyklu mitotycznego sg elementami niezréznicowanymi, natomiast pozostate
spermatogonia typu A, podobnie jak spermatogonia typu In oraz B, sg wyspe-
cjalizowane w kierunku produkcji spermatocytéw.

Wyniki badan Huckins [25, 29, 32] i innych autorow [36, 37, 39, 40, 45] wyka-
zuja, ze aktywnos¢ podziatowa Ajs i Ap, badanych jako jedna grupa, jest wystar-
czajaca do podtrzymania produkcji i odnowy spermatogoniéw A, co przemawia
za wiarygodno$cig tego modelu, a czego nie udato sie stwierdzi¢ autorom cyto-
wanym wyzej.



26 J. BARTMAKSKA

PODSUMOWANIE

Prowadzone w ostatnich latach badania kinetyki cyklu komdrek macierzystych
wykazaty m. in., ze im dluzej trwa blokada spermatogoniow w fazie G 1? tym trud-
niej je z niej wyrwacé [51]. Rzadkie podziaty spermatogoniow macierzystych sprzy-
jaja zachowaniu i przekazaniu niezmienionej informacji genetycznej, chroniac
przed mozliwoscig powielania btedéw, ktérych prawdopodobiefnstwo wzrasta wraz
ze wzrostem mitotycznej aktywnosci komérek. Wydaje sie wiec, ze posiadanie
duzej populacji dtugocyklicznych spermatogoniow macierzystych jest korzystne
dla gatunku. Taka sytuacja wystepuje u naczelnych, u ktoérych spermatogonia Ad
sg bardzo liczne i moga przebywaé w fazie Gj/Gq bardzo dtugo, niekiedy nawet kilka
lat [51]. Macierzyste spermatogonia A naczelnych sg wiec wyjgtkowo dobrze za-
bezpieczone przed mozliwoscig przekazania btednej informacji, o czym posrednio
$wiadczy réwniez znikoma spontaniczna degeneracja spermatogoniéw w nabtonku
plemnikotworczym tych ssakéw [4, 8, 12]. Biologiczne znaczenie takiego mecha-
nizmu ochronnego wydaje sie tak duze, ze mozna by oczekiwaé, iz bedzie on po-
wszechnie spotykany i u innych ssakow. U gryzoni obserwujemy inng sytuacje. Po-
pulacja dtugocyklicznych spermatogoniéw A, ktérg mozna poréwnaé do Ad na-
czelnych, jest tu znacznie mniejsza [1, 2, 26], spontaniczna za$ degeneracja bardzo
silna [2, 24, 28, 43, 55]. Wielu autoréw dopatruje sie zwigzku miedzy spontaniczng
degeneracjg spermatogoniow A i aktywnos$cig podziatdbw spermatogoniéw macie-
rzystych, bowiem oba zjawiska zachodzg zwykle w tych samych stadiach cyklu
nabtonka plemnikotwoérczego. U szczura nasilona degeneracja spermatogoniéw
A2 i A3 przypada na te same stadia cyklu nabtonka plemnikotwoérczego co wejscie
dtugocyklicznych spermatogoniéw Ais w faze syntezy DNA [28, 30, 32], Dotych-
czas jednak nie wiadomo, na czym zwigzek tych zjawisk moze polega¢. Zgodnie
z modelem odnowy, przedstawionym przez Huckins [24], spontanicznie degene-
rujagce spermatogonia A u szczura dzieli od komorek macierzystych zaledwie kilka
pokolen. Zastanawiajace jest, dlaczego tak wiele spermatogoniéw w krétkim czasie
traci zdolno$¢ do dalszego rozwoju i réznicowania.

Wysoka spontaniczna degeneracja u gryzoni wydaje sie tatwiejsza do wyjas-
nienia za pomocg modelu Clermonta i Bustos-Obregon. Czeste podziaty sperma-
togoniow Aj-A*, uwazanych przez tych autoréw za cyklicznie odnawiajaca sie
populacje, sprawiaja, ze szybko wzrasta odlegtos¢ kolejnych pokolern od diugo-
cyklicznych spermatogonidw macierzystych. Wzrasta wiec ryzyko popetniania po-
mytek przy replikacji DNA, co mogtoby usprawiedliwia¢ duzg liczbe degeneru-
jacych spermatogoniéow. Byé moze dopiero produkty rozpadu degenerujacych
komérek sg w stanie dostarczy¢ dostatecznie silnych bodzcow do wyzwolenia re-
akcji podziatowych wsréd dtugocyklicznych spermatogoniéw macierzystych. Mo-
ga one dziata¢ bezposrednio lub powodowaé miejscowa inaktywacje chalonéw
hamujacych podziaty Ais i Ap w normalnych warunkach.

Na wystepowanie chalonéw w jgdrach ssakéw wskazuje wielu autoréw [13,
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14, 34, 50, 52, 54], jedynie Cunningham i Huckins [16] zaprzeczajg istnieniu chalo-
néw jadrowych. Ostatnie badania Rooij i wsp. [50, 52] wykazaty, ze regulacja aktyw-
nosci mitotycznej niezrdznicowanych spermatogoniéw u ssakow ma charakter
lokalny i odbywa sie na zasadzie negatywnych sprzezen zwrotnych za posredni-
ctwem chalonéw. Przypuszcza sie, ze chalony sg produkowane przez wszystkie
spermatogonia wystepujace w nabtonku plemnikotwé6rczym ssakéw. Jednak dzia-
fanie tych substancji widoczne jest dopiero woéwczas, gdy uzyskajag odpowiednie
stezenie. Aktywno$¢ mitotyczna niezréznicowanych spermatogoniow wystepu-
jacych w okreslonym segmencie kanalika zalezy wiec od zageszczenia towarzyszg-
cych im spermatogoniéw réznicujgcych sie, ktére ze wzgledu na swa liczbe pro-
dukujg duze ilosci chalonéw. Wykazano, ze po selektywnym zniszczeniu zrézni-
cowanych spermatogoniow w okreslonym segmencie kanalika, niezréznicowane
spermatogonia A pozostawaty aktywne mitotycznie nawet w tych stadiach cyklu
nabtonka plemnikotwérczego, w ktérych normalnie podziaty ich nie zachodza.
Wyeliminowanie za$ czesSci populacji spermatogoniow niezr6znicowanych nie po-
budzato pozostatych komdérek do podziatow. Wydaje sie, ze ubytek komadrek byt
w tym przypadku zbyt maty, by zostat rozpoznany jako sygnat do dodatkowej
proliferacji. Nie wiadomo dotychczas, czy r6zne kategorie spermatogoniéw roznig
sie wrazliwoscig na stezenie chalondéw, cho¢ mozna spodziewac sie wystepowania
takich roznic.

W badaniach odnawiajacych sie systemow podstawowe znaczenie ma poprawna
identyfikacja komdrek macierzystych. W przypadku nabtonka plemnikotworczego,
zasadniczym kryterium stuzacym identyfikacji spermatogoniéw A jest ich mor-
fologia i topografia. Jednak u wielu gatunkéw ssakéw, za wyjatkiem naczelnych,
morfologiczne podobienstwo spermatogoniow jest tak duze, ze mogg powstaé
obawy, czy kryterium morfologii jest wiarygodne i czy przynajmniej czeSciowo nie
stanowi ono przyczyny uzyskiwania przez réznych autoréw wynikéw na tyle od-
miennych, by pozwolity one na rézng interpretacje roli spermatogoniéw Ais i Ap
w procesie odnowy. Do puli komdrek macierzystych zaliczono, zgodnie z modelem
Huckins [24], wylgcznie izolowane spermatogonia A. Praktycznie trudno jest prze-
prowadzi¢ doktadna linie podziatu miedzy spermatogoniami izolowanymi (Ais)
i spermatogoniami tworzacymi pary (Ap), dlatego najczesciej obie grupy rozpatruje
sie¢ tacznie. Brak miedzy nimi uchwytnych réznic morfologicznych, a jedynym
kryterium, za pomoca ktoérego prébuje sie je rozrozniaé, jest ich topografia.

Za spermatogonia izolowane przyjmuje sie komarki, ktérych jadra lezg w odleg-
tosci wiekszej niz 30 [im, co w przyblizeniu stanowi 2-krotng wielko$¢ jadra ko-
morki podporowej. Pare (Ap) stanowig dwie komorki, ktérych jadra znajdujg sie
w mniejszej odlegtosci. Prawdopodobnie okoto potowe ogdlnej liczby par stanowia
tzw. falszywe pary. Takie pary utworzone sg w rzeczywistosci z dwu izolowanych
spermatogoniéow A, ktére pozostaja w sasiedztwie, mimo ze cytoplazmatyczne
potaczenie miedzy nimi ulegto juz zerwaniu [24, 30, 40, 47, 51]. U szczura
okoto 70% podziatéw spermatogoniéw Ais i Ap przypada na te same stadia cyklu
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nabtonka plemnikotwdrczego, w ktérych dziela sie spermatogonia Al-A4, chod
faczny czas trwania tych stadiow stanowi nieco mniej niz trzecig cze$¢ catego cyklu.
Pojedyncze mitozy lub dzielgce sie pary spermatogoniow leza zwykle w poblizu
dzielagcych sie grup spermatogoniow A L-A4, dlatego trudno stwierdzi¢, ze nie sg
to wystepujagce na peryferiach podziaty komoérek Al-A4. W przypadku badan
autoradiograficznych, w segmentach w ktérych brak znakowanych spermatogo-
niow A>A4, nie obserwuje sie réwniez znakowanych mitoz komdrek Ais i Ap
[11, 12]. Podobne problemy stwarza odréznianie spermatogoniéw Ais i Ap od Aal.
Cztery lezace w bliskim sasiedztwie spermatogonia A mozna interpretowac jako
cztery spermatogonia typu Aal, jako dwie pary lub nawet jako cztery izolowane
spermatogonia A, zwlaszcza na autoradiogramach, kiedy i morfologia jader i mo-
stki cytoplazmatyczne sg znacznie gorzej widoczne. W ten sposdb tatwo znie-
ksztatci¢ rzeczywisty obraz tak matej populacji, jakg sgq spermatogonia Aisi Ap.

Wzajemne podobienstwo pozostatych generacji spermatogoniow typu A jest
réwniez duze, szczeg6lnie w przypadku komdrek znajdujacych sie w fazie G x cyklu
mitotycznego [25, 32, 33, 36, 37, 39, 40]. Pod koniec fazy S i w fazie G2jadra sper-
matogonidéw nabieraja wyraznych cech tozsamosci. W jadrach spermatogoniow
kolejnych generacji typu A zaznacza sie wtedy stopniowy wzrost zawartosci skon-
densowanej chromatyny. Poniewaz czas trwania fazy S i G2, w stosunku do czasu
trwania catego cyklu zyciowego spermatogoniow A2-A4 jest stosunkowo dtugi
[25, 38], czesciej wiec mamy szanse obserwowac je wiasnie w tych okresach. Wi-
doczny wowczas obraz jagder komorkowych uznano automatycznie za ceche cha-
rakterystyczng tych spermatogoniow, chociaz opisane rdznice sg przede wszystkim
zwigzane z kolejnymi fazami cyklu zyciowego réznych generacji spermatogoniow
typu A [1, 9, 11, 12].

Technika badania wyizolowanych z jader kanalikdw nasieniotwérczych, mon-
towanych w catosci na szkietku podstawowym, pozwala na obserwacje topografii
spermatogoniéw ogladanych przez btone podstawng kanalikéw [11, 13]. Poprawng
identyfikacje spermatogoniéw na tak przygotowanych preparatach utatwia upo-
rzagdkowany uktad segmentéw fali nabtonka plemnikotwérczego. Nalezy jednak
pamietaé, ze regularny uktad segmentow az w 80% fal zaburzony jest przez tzw.
modulacje, czyli przestawienie oczekiwanego nastepstwa segmentéw lub wtrace-
nie dodatkowego segmentu, niezgodnego z oczekiwanym porzadkiem [1, 12, 38,
48]. Wielkos¢ segmentdéw rozrywajgcych regularny uktad fali bywa rozna. Niekiedy
sg one ograniczone do matego fragmentu kanalika, tworzac ,tatki” na jego po-
wierzchni mogace tatwo ujs¢ uwadze badajgcego. W poszczegllnych segmentach
fali wida¢ klony spermatogoniéw rozwijajagcych sie synchronicznie. Do jednej
generacji nalezy zwykle wiele klondw. Dokfadna obserwacja pozwala zauwazy¢,
ze rozw0j klonéw w obrebie generacji nie jest $cisle synchronizowany. Szczegdlnie
te segmenty, w ktdrych wystepujg synchroniczne podziaty spermatogoniow Ai-A4,
zawierajg z reguly fragmenty, w ktérych sasiedztwo spermatogoniéw nie jest zgod-
ne z porzadkiem wynikajacym z przebiegu normalnego cyklu zyciowego tych ko-
morek [1, 11, 48].
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Na podstawie map spermatogoniéw i spermatocytéw, sporzadzonych z elektro-
nogramOw Moens i wsp. [41, 42] stwierdzili, ze fragmenty nabtonka plemniko-
tworczego, identyczne pod wzgledem stopnia zaawansowania spermatocytow
i spermatyd, zawieraja iloSciowo i jakoSciowo rézne populacje spermatogoniow.
Wykazali ponadto, ze liczba klonéw spermatocytow na danym obszarze kanalika
jest Kkilkakrotnie mniejsza anizeli liczba klonéw spermatogoniéow. Klony sperma-
tocytéw zawierajg z reguty do$¢ duzg liczbe komorek, natomiast klony sperma-
togoniow sg pod tym wzgledem bardzo zréznicowane. Juz kilka najwiekszych za-
wiera wystarczajaco duzo spermatogoniéw do zapewnienia lokalnej populacji
spermatocytow. Na podstawie tych obserwacji autorzy twierdza, ze na okreslonym
obszarze kanalika, w kazdym cyklu nabtonka plemnikotwdrczego, podziatowi
podlega tylko taka liczba spermatogoniow, jaka jest konieczna do zapewnienia
lokalnej liczby spermatocytow. Pozostate klony spermatogoniow stanowityby ro-
dzaj rezerwy, ktéra moze by¢ wykorzystana dopiero w nastepnych cyklach na-
btonka plemnikotwérczego. Posrednio wskazuje na to réwniez wielkos¢ tych klonow.
Liczba spermatogoniow jest w nich zbyt mata, by w krotkim czasie mogty osiggna¢
takie rozmiary, jakie sa konieczne do utworzenia przecigtnie spotykanych klonéw
spermatocytéw. Autorzy uwazajg, ze im wiekszy klon spermatogoniéw, tym wieksze
jego szanse na kolejny podziat w aktualnym cyklu i odwrotnie. Tak wiec wyste-
pujace pojedynczo izolowane spermatogonia A oraz pary spermatogoniow zale-
gatyby dluzej przy blonie podstawnej kanalikéw nasieniotwdrczych, oczekujac
na przeksztatcenie wiekszych klonéw. Inni autorzy uwazajg jednak, ze wielko$¢
klonéw nie jest prerekwizytem do réznicowania [30, 36-10].

Trudno jest jednoznacznie, wobec wielu kontrowersyjnych opinii, rozstrzygnaé,
ktory z przedstawionych modeli odnowy bardziej wiarygodnie odzwierciedla rze-
czywisty przebieg odnowy spermatogoniéw u ssakéw. Majac jednakze na uwadze,
ze funkcjonalna specjalizacja komorek bywa zwykle poprzedzona przedtuzong
faza G I} wystepowanie cyklu réznicowania na poziomie spermatogoniéw Aal,
jak proponuje Huckins [24], wydaje sie bardziej prawdopodobne.

Czas trwania cyklu zyciowego mozna uzna¢ za najbardziej istotng ceche réz-
nigcg poszczegdlne generacje spermatogoniéw typu A u ssakéw. Prawdopodob-
nie wiele innych cech, takich jak odporno$¢ na Smieré¢ i mutacje, wrazliwos¢ na
promieniowanie, a by¢ moze réwniez na bodzce decydujgce o podejmowaniu pro-
gramu odnowy lub réznicowania, jest konsekwencjg dtugosci cyklu. Jednak nadal
nie wiadomo, czy zasadniczg role w regulacji cyklu zyciowego spermatogoniow
spetniajg czynniki endogenne, czy mikrosrodowisko, i w jakim ewentualnie stopniu
wspoétdziatajg one ze sobg. Nie do$¢ dobrze poznano réwniez zaleznos$ci miedzy
dtugo- i krotkocyklicznymi spermatogoniami, a takze wzajemne powigzania sper-
matogonidw i komoérek podporowych [54].

Wyniki, ktérymi obecnie dysponujemy wskazujg, ze odnowa spermatogoniéw
u naczelnych zachodzi wedtug innego schematu niz u gryzoni i bydta. Trudno uza-
sadni¢ wystepowanie tak istotnych réznic w odniesieniu do podstawowego etapu
spermatogenezy, wobec daleko idacego podobienstwa nastepnych etapéw tego
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procesu u réznych ssakéw. Lepsze poznanie skomplikowanej struktury i funkcjo-
nowania komoérek nabtonka plemnikotwérczego dostarczy zapewne nowych in-
formacji dotyczacych problemu odnowy spermatogoniow.
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ANALIZA PODOBIENSTW | ROZNIC MIEDZY OBRAZAMI JADER
KOMORKOWYCH NA PRZYKLADZIE JADER KOMOREK
LIMFOIDALNYCH GRASICY

ANALYSIS OF SIMILARITY/DISSIMILARITY OF CELL NUCLEI PATTERNS ON THE
EXAMPLE OF THYMOCYTES

Elzbieta KACZMAREK, Jerzy B. WARCHO¢L

Zaktad Histologii, AM, Poznanh

Streszczenie. Celem artykutu byto przedstawienie mozliwosci zastosowan metod matematycznych,
a zwtaszcza analizy skupien i teorii graféw do analizy jader komérkowych na podstawie ich wy-
branych cech morfologicznych. Przedstawiono wiele metod, dzieki ktérym mozliwa jest automa-
tyczna klasyfikacja badanych obiektéw na podstawie charakteryzujgcych je parametréw. Pro-
ponowane metody pozwalajg na taka klasyfikacje, ze réznice miedzy cechami morfologicznymi
jader nalezagcych do tej samej grupy sa jak najmniejsze, natomiast r6znice miedzy utworzonymi
grupami — jak najwieksze. Przedstawiono réwniez najczeSciej stosowane i przydatne miary po-
dobienstwa oraz kryteria klasyfikacji, zwracajgc uwage na ich ograniczenia. Podano przykitad
klasyfikacji tymocytow na podstawie cech morfologicznych ich jagder. Wskazano takze na przy-
datno$¢ tych metod do przygotowania ostatecznych sposobéw automatycznego rozpoznawania
obrazéw w procesie diagnostycznym.

Summary. The work aims at presenting possible applications of mathematical methods, of agglomera-
tion analysis and graph theory in particular, in analysis of cell nuclei, based on some morpholo-
gical traits of the nuclei. Several methods have been presented, permitting automatic classification
of studied objects on grounds of parameters the show. Suggested methods provide such classi-
fication that differences in morphological traits between cell nuclei of the same cathegory are small
while differences between cathegories are most pronounced. Moreover, most frequently used and
most useful indices of similarity and classification criteria have been discussed, with particular
attention paid to their limitations. An example of thymocyte classification based on morpholo-
gical properties of their nuclei has been given. Suitability of such methods for development of
automated image analysis for diagnostic purposes has been indicated.

3 — PBK 1/87
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1. WPROWADZENIE

W praktyce diagnostycznej oraz pracy doswiadczalnej czesto zachodzi koniecz-
no$¢ doktadnego opisu morfologicznego komorek i rozstrzygniecia, czy obrazy
ich przekrojéw réznig sie np. od pewnego modelu. Dotyczy to szczeg6lnie tych
przypadkéw, w ktoérych obraz badanej komorki nalezy poréwnac z jednym badz
wieloma wzorcami. W trakcie opisu morfologicznego zwraca sie uwage na wielko$¢
i ksztatt komarki, rozmieszczenie organeli, wielko$¢ i ksztatt jader komorkowych,
rozmieszczenie chromatyny jadrowej, stosunek objetosci jadra do objetosci cyto-
plazmy i inne cechy. Wartosci liczbowe tych cech potrzebne sg do analizy badanej
populacji komdérek w wielowymiarowej przestrzeni cech.

Zatozmy, ze komoOrki badanej przez nas populacji opisane sg przez p cech.
Oznaczmy obserwowane wartosci cech komérki nr 1 przez x11} x 12, xIp, ko-
morki nr 2 przez x21, x22, ..., x2p, a wartosci cech komérki nr i przez xu, xi2, ...,
xip. W ten sposdb kazdej komoérce mozemy przyporzadkowa¢ wektor cech. War-
tosci tych cech bedziemy rowniez traktowaé jako wspdtrzedne punktu reprezen-
tujgcego pewng komérke w wielowymiarowej przestrzeni cech. Im mniejsze beda
réznice miedzy wartosciami mierzonych cech, tym blizej siebie bedg potozone
punkty reprezentujgce badane komérki w przestrzeni cech (rys. 1). A zatem sprd-
bujmy okresli¢ odlegto$¢ miedzy nimi.

Przekr6j komérki nr 1 Przekr6j komorki nr 2

Cechy xn , x12, ... , *1p cechy > x22% *** * xop

Rys. 1. Przekroje dwoch komérek opisanych przez p cech oraz ilustracja graficzna odlegto$ci miedzy
nimi w tréjwymiarowej przestrzeni cech dla wybranych 3 cech
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2. ODLEGLOSC W PRZESTRZENI CECH

Jako odlegto$¢ miedzy obiektem i oraz j okreslimy nieujemna liczbe rzeczy-
wistg d(i,j), speitniajacg nastepujgce warunki:

a) d(i,j) = 0 dla i =],

b) d(i.j) = d(, i),

c) d(i, k) <d(i,j)+d(j, k).

Jak wynika z tego okreslenia, odlegtos¢ (metryke) mozna definiowaé poprzez
rézne formuty, gdyz kazda funkcja, ktéra dowolnej parze elementdw przyporzad-
kowuje nieujemng liczbe rzeczywista, speiniajgcg wymienione warunki, jest w isto-
cie odlegtoscia.

JesSli przestrzen cech oparta jest na ortogonalnym uktadzie wspdtrzednych,
to mozna stosowac odlegtos¢ Minkowskiego okreslong nastepujagcym wzorem:

(2.9
fe=I
Szczegbélnym przypadkiem jest odlegtos¢ euklidesowa (m — 2), okreslona na-
stepujagcym wzorem:

(2.2) d@,j)=V (xik-x JK)2 .
k=i

Odlegtos¢ ta jest czesto stosowana mimo jej wad. Jedng z nich jest nieuwzgled-
nienie roznic skal miedzy poszczegdélnymi cechami. Przykiadowo, jesli niektdre
cechy bedg wyrazone liczbami rzedu 104, a inne liczbami rzedu 10-6, to cechy
0 niskich warto$ciach nie beda mie¢ wptywu na warto$¢ obliczanej odlegtosci, a z
punktu widzenia diagnostycznego mogag by¢ one réwnie wazne, jak inne cechy.
Warto wiec wtedy zastosowaé uogdlniong odlegtos¢ euklidesowg

(2.3) d(i,j)= 1/ £ wR(xik-x JK)2,
k=1
gdzie wk jest wagg przypisywang cesze k.
Czesto bardzo przydatna jest odlegtos¢ Manhattan (bardzo szybka w obli-
czeniach komputerowych),
p
(2.4) d(i,j) = £ \x ik-Xjk\,
k=i
ktora jest réwniez szczegélnym przypadkiem odlegtosci Minkowskiego (m — 1).
Jeszcze inng wersjg odlegtosci Minkowskiego jest odlegto$¢ Czebyszewa
(m -» o00), okres$lona nastepujagcym wzorem:

(2.5) d (1) = max |xik- XK.
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Wszystkie opisane tu metody definiowania odlegtosci [11] sg czesto stosowane,
gdyz wynikaja z przyzwyczajenia do geometrii euklidesowej. Nalezy jednak pa-
mietaé, ze wolno je stosowaé wtedy, gdy przestrzen cech jest ortogonalna. Nie
zawsze jednak tak jest. Czesto niektére cechy sg ze sobg skorelowane, a zatem moz-
na je wyrazi¢ jako kombinacje liniowe innych cech. Oznacza to, ze w p-wymiaro-
wej przestrzeni cech osie wspotrzednych nie sg wzajemnie prostopadte; taki uktad
jest nieortogonalny. Zgodnie natomiast z twierdzeniem Pitagorasa odlegtos¢ eukli-
desowa moze by¢ stosowana jedynie do ortogonalnych uktadéw wspoirzednych.
Wad tych pozbawiona jest odlegtos¢ Mahalanobisa [1], opisana wzorem

(2.6) d(i.j)=

gdzie C oznacza macierz kowariancji cech, z jest wektorem réznic (xn—x It
Xi2-x j2, ..., Xip-X Jp).

W przypadku uktadu ortogonalnego macierz kowariancji staje sie diagonalna
i odlegto$¢ Mahalanobisa odpowiada uogo6lnionej odlegtosci euklidesowej. Od-
legtos¢ Mahalanobisa moze by¢ rowniez miarg odlegtosci miedzy probkami w
przestrzeni cech. Jesli dwie prébki traktujemy jako realizacje /~-wymiarowej zmien-
nej losowej o rozktadzie normalnym N (j/°, Z), gdzie

fio = (Me- w>pf) dlai= I, 2

oraz elementy pierwszej préby oznaczymy przez xi}{i= 1, ..., n; j = 1, .., p),
a elementy drugiej proby przezyu (i=1, ..., m;j = 1, ..., p), to odlegto$¢ Maha-
lanobisa miedzy prébkami obliczamy wedtug wzoru

(2.7) DI = rTC~xr,

gdzie r — (Xx—yu x2—y2, ..., xp—yp) jest wektorem rdznic miedzy S$rednimi
grupowymi poszczegdlnych cech w kazdej z prébek, a C jest macierzg kowariancji
wewnatrzgrupowych, obliczanych wedtug wzoru

n n m
= - fe N -
Q= n+m-2 [1G T o RNy A .
gdzie n — oznacza liczebno$¢ 1 probki, m —liczebno$¢ 2 probki, i,j = 1, 2, ...,/?2.

Niemniej jednak obliczanie odlegtosci Mahalanobisa jest bardzo niewygodne.
Z tego powodu lepiej stosowac¢ inne metryki, np. znormalizowang odlegtos¢ eukli-
desowg [4],

[ 2 (ik-xXy
@8) dGi)= 1/

v ir/kI:i Akli A
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badZz prosta w obliczeniach i majgcg wtasno$¢ samonormalizacji odlegtos¢ Cam-
berra [11]:

(2.9)
Wik+ Xjk\

Oméwione tu metryki nie wyczerpujg oczywiscie wszystkich mozliwosci, m. in.
dlatego, ze dotycza przestrzeni cech typu Rp. Do$¢ czesto obiekty charakteryzo-
wane sg przez cechy mogace przyjmowaé wartos¢ 0 (brak pewnego objawu) lub
1 (zauwazono okre$lony objaw), a wiec przestrzeh cech jest przestrzenig binarna.
W takiej przestrzeni mozna oblicza¢ odlegtos¢ Haminga [9, 11],

p
(2.10) d(@i,j) = V xik®yjk,
k=1
gdzie @ oznacza sume modulo 2.
Stosujac ten wzdr, zliczamy liczbe niejednakowych wspétrzednych w wekto-
rach cech opisujacych obiekty i oraz j.
Inng definicje odlegtosci w przestrzeni binarnej podali Marczewski i Stein-
haus. Jest ona okre$lona [7] wzorem
o fl-f b—2w
(2.11) d(j) = At b—w
gdzie a oznacza liczbe jedynek w opisie obiektu i, b jest rdwne liczbie jedynek w
opisie obiektu j, natomiast w jest liczbg jedynek wystepujacych na tych samych
miejscach (wartosci tych samych cech) w wektorach cech opisujacych obiekty i
oraz j.
Uogélnieniem tego wzoru w przypadku cech wielowartosciowych (odpowied-
nio wyskalowanych) jest odlegtos¢ obliczana wedtug nastepujacej formuty [7]:

p
2 \xik- x JK\
(2.12) d(i,j) = — — .
2 max (J**!, \\k\, \xik- x jk\)

Na podstawie przedstawionych tutaj rozwazah mozna zauwazy¢, ze decydu-
jacy wptyw na wybor sposobu obliczania odlegtosci w przestrzeni cech majg m. in.
wartosci tych cech oraz ortogonalno$¢ w przestrzeni cech.

3. GRUPOWANIE OBIEKTOW WIELOCECHOWYCH

Majac okreslong metryke (odlegtos¢) w przestrzeni cech mozna dokona¢ gru-
powania obiektow. Pojecie grupowania obiektdw mozna definiowaé roznie. Naj-
czedciej pojeciem tym okre$la sie podziat zbioru obiektéw na podzbiory, ktérych
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elementy sg do siebie zblizone pod wzgledem charakteryzujgcych je cech, przy
czym roznice miedzy elementami zbioru, nalezagcymi do tej samej grupy, powinny
by¢ jak najmniejsze, natomiast r6znice miedzy utworzonymi grupami jak naj-
wieksze. Grupowanie obiektow musi spetnia¢ dwa zasadnicze warunki: musi byé
podziatem wyczerpujacym (tzn. kazdy obiekt musi naleze¢ do pewnej grupy, w
skrajnym przypadku jej liczebno$¢é moze by¢ réwna 1) oraz podziatem roztgcznym
(tzn. kazdy obiekt moze naleze¢ tylko do jednej grupy).

Wiele technik grupowania, opartych na wielozmiennej analizie statystycznej,
okreslanych jako metody analizy skupien, umozliwia automatyczny proces gru-
powania oraz w znacznym stopniu ufatwia interpretacje uzyskanych wynikéw,
mimo ze sg one obarczone pewng dozg subiektywizmu, bowiem zadaniem badacza
jest dobdr zmiennych, przyjecie odpowiedniej funkcji podobienstwa (odlegtosci),
kryterium podziatu grupy, a czasem nawet okre$lenia liczby grup. W analizie sku-
pienn badamy zbiér punktow w przestrzeni wielowymiarowej, ktérych wspotrzedne
odpowiadajg wartosciom obserwowanych cech [2]. Dokonujac podziatu tego zbioru
traktujemy go jako cato$¢, w ktdrej nalezy znalez¢ grupy obiektéw podobnych.
W tym celu dla n obiektéw opisanych przez p cech tworzymy macierz funkcji po-
dobienstwa (macierz odlegtosci) miedzy wszystkimi mozliwymi parami obiektow.
Posta¢ tej macierzy jest nastepujaca:

di2 e din
D = (d,) = drr 2- di" =
_d,i d2 ... dm

Macierz ta umozliwia wykonanie procesu grupowania.
Podziatu obiektow na grupy obiektéw podobnych mozna dokonaé¢ nie tylko

Rys. 2. Graf podobieAstwa obiektéw w tréjwymiarowej przestrzeni cech (warto$¢ / jest réwna
wartosci progowej odlegtosci miedzy obiektami)
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za pomoca metod analizy skupiend, lecz réwniez za pomocg teorii graféw [6, 9,
10, 12]. Przyktadem takiego grupowania moze by¢ konstrukcja grafu realizowana
w nastepujacy sposéb: dla zbioru n punktéw (reprezentujagcych obiekty) ustalono
pewng warto$¢ progowg /. Wowczas dwa punkty i, j beda w tej samej grupie, gdy
odlegtos¢ d (i,j) < /, przy czym d (/,j) moze by¢ dowolng metryka (rys. 2). Zatem
obliczajac odlegtosci miedzy punktami utworzymy macierz podobienstwa P, ktd-
rej elementy pu bedag nastepujgce:

[1, gdy d(i,j) < 1
ANij [0 w przeciwnym wypadku.

Macierz podobienstwa P reprezentuje graf podobienstwa, w ktérym krawedz
taczy wierzchotki i, j tylko wowczas, gdy pi} = 1 Grupowania obiektéw mozna
réwniez dokona¢ za pomocg innego grafu. Stosujac algorytm najmniejszej odleg-
tosci mozna znalez¢ minimalne drzewo, ktérego krawedzie tgczag elementy zbioru
(zwane réwniez dendrytem), [3, 8, 10]. Majgc utworzone minimalne drzewo mozna
przystagpi¢ do podziatu jego wierzchotkow na grupy w nastepujacy sposob: usu-
wajac najdtuzszg krawedZ otrzymujemy dwie grupy, usuwajgc nastepng — trzy
grupy itd. Eliminujac kolejno najdtuzsze krawedzie realizujemy procedure podziatu
-drzewa na poddrzewa reprezentujgce podgrupy obiektdw podobnych. Krawedzie
drzewa eliminujemy dotad, dopdéki ich dtugos$é (rowna odlegtosci miedzy obiektami,
ktore taczy) przekracza ustalong wartos¢ progowa / (rys. 3).

Elstalenie wartoSci progowej | jest bardzo istotne dla ostatecznych wynikow.
Mozna tutaj zaproponowac kilka wersji obliczania wartosci progowych na pod-
stawie elementdw macierzy odlegtodci (6, 7).

Jesli
j n
d=— 3} min d(/)j)
n i=i i*J
<oraz
$2 —— (m°’nd(i,j)—d,y,
" 4ef o
to warto$¢ progowa / mozna ustali¢ wedtug jednego z nastgpujacych wzoréw:
<3.1) /=d,
<3.2) | =d-~s,
<3.3) /= <[+!*,
(3.4) [ = d+s,
(3.5) /[ = max min d(i,j), i#j,

<3.6) / = d+ua s/Vn,
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gdzie ua jest wartoscig zmiennej losowej u o rozktadzie normalnym //(0,1), spet-
niajgcej warunek P (u < ua = 1—a.

Mozna rowniez na podstawie macierzy odlegtosci bada¢ wszystkie podziaty
zbioru n obiektéw na 2, 3, n—1 grup, ktére powstajg przez odrzucenie odpo-

W 3 5 6 .8 _ 9 ik, Lim

02 8y
Av/I18 i17 115
2cT] 22
21
i 23
12 T4 T7 t1° t13

J 5 2 18 | 4
19

Z}KZ" 18 .15

-23

Rys. 3. Grupowanie obiektéw poprzez usuwanie krawedzi drzewa minimalnych odlegtosci, ktd-
rych dtugos$¢ (réwna odlegtosci miedzy obiektami w przestrzeni cech) przekracza ustalong warto$¢
progowg /

wiednio 1, 2, ..., n—2 krawedzi drzewa minimalnego. Sposrod wszystkich bada-
nych podziatéw na r grup wybiera sie jako optymalny ten, dla ktérego suma kwa-
dratow wewnatrzgrupowych SWr jest najmniejsza [5]. Sume te obliczamy wedtug
wzoru

(3.7) SW,=2 2 jd2(/, k),
nj (i,k)eC
gdzie r oznacza liczbe grup, C} — zbidr wszystkich mozliwych par (i, k) dla i < k
bedacych numerami ohiektéw nalezacych do grupyj, a rij — liczbe obiektow w gru-
piej(j= 1,2, ..., r).
Podziat ten ma zapewni¢ rowniez najwiekszg sume kwadratow miedzy grupami
SMr, obliczang wedtug wzoru
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(3.8) SMr=— vy, d2(, k)-SWr,
n (il<)eCo
gdzie CO jest zbiorem wszystkich mozliwych par, ktére mozna utworzy¢ z liczb
naturalnych 1, 2, ..., n dla i < k.
Dla badanych podziatéw oblicza sie takze warto$¢ funkcji

n—r SMr
W

traktowanej jako kryterium wyboru optymalnej liczby grup (im wyzsza wartos¢ F,
tym lepszy podziat).

Metode te mozna jednak stosowaé dla niezbyt duzych zbioréw obiektow, ktd-
rych liczebnos$¢ jest rowna ok. 50. Opisana tu metoda moze by¢ stosowana zar6wno
dla odlegtosci euklidesowych, jak i Mahalanobisa. W przypadku analizy wiekszych
zhiorow obiektdw, miedzy ktérymi obliczano odlegto$¢ Mahalanobisa, réznice
miedzy grupami mozna testowal za pomocg statystyki T2 Hotellinga [1], Staty-
styka ta wyraza sie poprzez odlegtos¢ D2 Mahalanobisa wzorem

(3.10) T2= —t—D2,

gdzie n oznacza liczebno$¢ jednej, a m liczebno$¢ drugiej grupy.
Warto$¢ statystyki F oblicza sie wedtug nastepujacego wzoru:

n+m—p—1

(3.11) (n-fm—2)p

Statystyka ta ma rozktad F (p, n+m—p —1).

Jak wynika z przedstawionych rozwazan, klasyfikujagc obiekty za pomocg
metod analizy skupien badZ teorii graféw warto ten sam zbi6r grupowac przy-
najmniej dwoma sposobami (np. ustalajagc dwie warto$ci progowe), poréwnac
wyniki i wybra¢ te, ktére najlepiej odzwierciedlajg rzeczywistosc.

4, SPOSOB KLASYFIKACJI TYMOCYTOW NA PODSTAWIE CECH
MORFOLOGICZNYCH ICH JADER

Podjecie prdoby klasyfikacji komorek wymaga blizszego poznania ich wiasci-
wosci pozwalajacych na taki opis, ktéry umozliwitby ich jednoznaczne okreslenie.
W wielu komérkach mozna wykorzysta¢ ich charakterystyczne cechy morfolo-
giczne, pozwalajgce na natychmiastowe rozpoznanie (np. wielko$¢ i ksztalt ziar-
nistosci wydzielniczych w komorkach przysadki moézgowej). Niemniej jednak nie
wszystkie komérki majg takie cechy, np. tymocyty. Z tego powodu ich klasyfikacja
morfologiczna stwarza wiele trudnosci. Dowodem tego moze by¢ fakt, ze mimo
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wykazania metodami immunohistochemicznymi wielu ich typow, ocenia sie je
najczesciej na podstawie ich wielkosci. ROwnoczesnie tymocyty, a zwlaszcza ich
jadra, ze wzgledu na ich mato skomplikowang budowe, wydajg sie doskonatym
materiatem do zilustrowania metody grupowania opartej na algorytmie podziatu
drzewa minimalnego.

Sprébujmy przedledzi¢, jak zmieniajg sie¢ obrazy przekrojéw wybranych trzech
jader tymocytdw. Kazde z tych jader obserwowano na kilkunastu skrawkach se-
ryjnych (12-16 skrawkow w zaleznosci od wielkosci jadra). Na kazdym przekroju
jadra zmierzono nastepujgce cechy: pole i obwod przekroju jagdra oraz pole i obwdd
wewnetrznego obrysu chromatyny skondensowanej na przekroju jadra. A zatem
kazdej komoérce limfoidalnej grasicy przyporzgdkowano wektor cech postaci (*/If
Xiz, xi3, xi4), gdzie xn — pole przekroju jadra komérki nr i, xi2 — obwdd tego
przekroju, xi3 — pole chromatyny skondensowanej na przekroju jadra komorki
nr i, xi4 — obwo6d wewnetrznego obrysu chromatyny skondensowanej na tym
przekroju.

Korzystajac z wektordw cech przyporzadkowanych przekrojom tymocytéw,
utworzono macierz znormalizowanych odlegtosci dla przekrojéw jader 1 i Il, a na-
stepnie dla przekrojéw 1 i I1l. Odlegtos¢ miedzy nimi w 4-wymiarowej przestrzeni

Rys. 4. Drzewo minimalnych odlegtosci utworzone dla przekrojow komérek o zblizonych war-
tosciach cech (linig przerywang zaznaczono krawedzie drzewa o diugosci przekraczajacej wartos¢
progowa /)



PODOBIENSTWA | ROZNICE MIEDZY OBRAZAMI JADER KOMORKOWYCH 43

cech obliczano wedlug wzoru nastepujgcego:

! 2 (Xikxjk2

ALY o= *

i/ ;4 —
\ 172,424

Na podstawie macierzy znormalizowanych odlegtosci euklidesowych utworzono
drzewo minimalne przekrojow dwaoch jader 1 i Il (rys. 4) oraz drzewo minimalne
przekrojéw jader 1 i Il (rys. 5). Obliczono réwniez dla kazdego drzewa wartos$ci
progowe / wedtug wzoru (3.6) i eliminujgc krawedzie drzewa tgczace te wierzchotki,
miedzy ktérymi odlegtos¢ przekraczata wartos¢ progowsq /, dokonano podziatu drze-

Rys. 5. Drzewo minimalnych odlegtosci utworzone dla przekrojow komérek znacznie réznigcych
sie miedzy sobg pod wzgledem analizowanych cech (linia przerywanag zaznaczono krawedzie
drzewa o diugosci przekraczajacej warto$¢ progowsq /)
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wa na poddrzewa. W ten spos6b drzewo minimalne, utworzone dla przekrojéw jader
J i Il, podzielono na 2 wigksze grupy i 1jednoelementowg. W jednej z wyr6znio-
nych grup skupione sa wierzchotki reprezentujace przekroje zblizone do prze-
krojow stycznych (numery 1, 2, 3, 11, 12), natomiast w drugiej grupie, w bliskim
sgsiedztwie znajdujg sie wierzchotki odpowiadajgce przekrojom centralnym obu
jader oznaczonych numerami od 4 do 7, a nastepnie przekrojom o numerach od
8 do 10. Ponadto w drzewie tym nie sgsiadujg ze sobg wierzchotki reprezentujace
przekroje z tego samego jadra, przeciwnie sgsiadujg ze sobg wierzchotki odpowia-
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dajgce przekrojom z obu jader. Nasuwa sie wiec wniosek, ze jadra te sa podobne
do siebie pod wzgledem analizowanych cech. Inng posta¢c ma drzewo minimalne,
utworzone dla przekrojow jader | i Il (rys. 5). W tym drzewie wyrdzniono 7 grup
wierzchotkéw, wsréd ktdrych 3 grupy sg jednoelementowe oraz dwie mate grupy
(o liczebnosci réwnej 2 oraz 3).

W jednej z wyr6znionych wiekszych grup znajdujg sie wierzchotki reprezentu-
jace centralne przekroje jednego jadra o numerach 5-10, w drugiej grupie réwniez
wierzchotki reprezentujace centralne przekroje (numery 4-13), lecz drugiego jadra.
W kolejnej grupie sasiadujg ze soba wierzchotki reprezentujace przekroje zblizone
do stycznych przekrojow obu jader komérkowych (numery tych przekrojow sg
réwne 1, 2, 12, 15, 16). Stad mozna wnioskowac, ze jadra tych komérek roznig
sie miedzy sobg, zwlaszcza w centralnych poziomach, a jedynie niektore przekroje,
zblizone do przekrojéw stycznych, sa podobne. Na podstawie tych dwoch przykia-
dow mozna by spodziewaé sie, ze w tej samej grupie nie moga znalez¢ si¢ prze-
kroje podobne z jader o réznej budowie morfologicznej. Nie jest to prawda.

Na rys. 6 przedstawiono przekroje jader, ktoérych cechy maja wartosci
zblizone, a ktoére pochodza z jader o réznej budowie morfologicznej. Zwigzane
to jest z anizotropowg budowgq jader oraz zalezno$cig obrazu jadra od kata jego
ciecia. SzczegOtowq analize tego zjawiska przedstawiono w rozdziale dotyczacym
analizy anizotropowos$ci jader komoérkowych. Mozna jednak tutaj dodaé, ze prze-
kroje zblizone do paracentralnych pozioméw jader anizotropowych moga by¢
zblizone do przekrojow centralnych jader izotropowych. Zatem wyniki klasyfi-
kacji moga by¢ wiarygodne tylko woéwczas, gdy sg oparte na wartosciach cech
przekrojéw centralnych badZz na podstawie trojwymiarowej rekonstrukcji jader.

5. WYKORZYSTANIE WYNIKOW KLASYFIKACJI KOMOREK W PROCESIE
DIAGNOSTYCZNYM

W procesie diagnostycznym kazdy obiekt opisany jest przez wektor cech po-
staci (xn, xi2, Xip), gdzie xn, xi2, ..., xip oznaczaja wartosci cech opisujacych
obiekt i. Poprawny dobér tych cech w znacznym stopniu utatwia proces diagno-
styczny. Niemniej jednak liczba cech nie moze by¢ zbyt duza, poniewaz nie tylko
utrudnia, lecz czesto uniemozliwia poprawne rozpoznawanie nieznanych obiek-
téw. Klasyfikujac zatem zbiér n obiektdw, nalezy go opisa¢ co najmniej poprzez
0,1n cech.

Wyniki klasyfikacji mozna wykorzysta¢ w dalszych badaniach jako tzw. zbi6r
uczacy, zaktadajac, ze grupy (klasy) obiektow znajdujg sie — z punktu widzenia
rozwazanego zadania — w tym samym znanym stanie. Zbi6r ten musi by¢ jednak
reprezentatywny, tzn. jego tgczna liczebno$¢ wystarczajgco duza, poszczeg6lne
klasy powinny zawiera¢ elementy charakterystyczne dla okreslonych grup obiek-
téw i liczebnosci ich powinny by¢ proporcjonalne do czestosci wystepowania obiek-
tow charakterystycznych dla poszczeg6lnych grup.
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Zadanie rozpoznawania rozwigzywane jest przez wiele algorytmoéw i omdwienie
wszystkich przekraczatoby ramy tego opracowania. Ograniczmy sie jedynie do
wskazania ogoélnych zasad, na ktérych opiera sie pewna cze$¢ tych algorytmoéw.
W tym celu wprowadzimy pojecie centroidu. Centroidem pewnego zbioru (klasy)
obiektéw jest punkt, ktérego wspotrzednymi sg wartosci $rednie tych obiektow
[7]. Wspotrzedne tego punktu mozemy wiec traktowaé jako wspotrzedne wektora
cech modelu okreslonej klasy. Dzieki temu rozpoznajemy nieznany obiekt poréw-
nujac wspotrzedne wektora cech nieznanego obiektu ze wspo6trzednymi wektora
cech modelu okreslonej klasy. W proponowanym zadaniu rozpoznawania kazda
klasa reprezentowana jest zaréwno przez model, jak i wyznaczong w trakcie wczes$-
niejszego podziatu warto$¢ progowa /. Wowczas nieznany obiekt zaliczany jest
do tej grupy, do ktorej nalezy jego ,najblizszy sgsiad” — model, o ile odlegtos¢
miedzy nimi nie przekracza wartosci progowej przyporzadkowanej tej klasie, ktéra
reprezentuje wybrany model. Jesli takiego modelu nie znajdziemy, nalezy utwo-
rzy¢é nowg klase, ktérej przyporzadkowujemy nieznany obiekt.

Uwzgledniajac zaréwno zalety, jak i wady proponowanych tutaj metod analizy
podobieAstw i réznic miedzy komdérkami nalezy dodaé, ze ich stosowanie moze
by¢ bardzo pomocne w przygotowaniu ostatecznych metod automatycznego roz-
poznawania obrazéw. Wymaga to jednak jeszcze duzego naktadu pracy.
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