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Streszczenie. Przeglad posSwiecony jest badaniom antygendéw komoérek rozrodczych.
Substancje o wtasciwosciach antygenowych byty identyfikowane za pomoca su-
rowic poliklonalnych oraz monoklonalnych przeciwciat, stosujac metody immuno-
chemiczne. Szczegélng uwage poswiecono antygenom plemnika, ktére sklasyfiko-
wano wedtug poszczegélnych kompartmentéw komoérkowych, tj. struktur btono-
wych (w tym akrosomu), jadra, cytoplazmy oraz mitochondriéw. Omdéwiono immu-
nogenno$¢ wazniejszych antygendéw oraz ewentualng ich role w immunologicznej
antykoncepcji. Przedstawiono badania nad wyodrebnieniem antygenéw réznicowa-
nia cyklu spermatogenezy, kontrowersje dotyczace wystepowania antygenéw na-
rzgdowonieswoistych na komoérkach rozrodczych oraz podstawowe mechanizmy
i teorie immunologiczne tlumaczace stan tolerancji meskiego i zenAskiego uktadu
odpornos$ciowego wobec meskich komérek rozrodczych.

Summary. The review describes antigenic determinants of male germinal cells.
The antigenic substances were identified by immunochemical methods using poly-
clonal antisera and monoclonal antibodies. Spermatozoal antigens were classified
according to cell compartments i.e. cellular membranes (acrosomal compartment
was separately described), nucleus, cytoplasm and mitochondria. The immuno-
genicity of most important antigens was pointed out and their potential role in
immunocontraception was discussed. Briefly summarized some attempts undertaken
to identify the differentiation antigens of spermatogenic cycle, then controversies
concerning expression of tissue non-specific antigens on germinal cells and basic
mechanisms or theories of immunological toleration to male germinal cells.

WSTEP

W zrastajagcy odsetek nieptodnych par matzeriskich w spoteczenstwach
krajow rozwinietych, a w zwigzku z tym szerokie stosowanie techniki
zaptadniania in vitro (IVF), a réwnoczes$nie poszukiwania nieszkodliwej
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antykoncepcji immunologicznej spowodowaty zwiekszenie zainteresowa-
nia immunologig rozrodu. Immunologia rozrodu to mioda dziedzina wie-
dzy, zajmujaca sie badaniem substancji o cechach antygenowych komo-
rek rozrodczych. Badania te stanowiag jakoSciowo nowe podejscie do
zagadnienia nieptodnosci cztowieka. W praktyce klasyczne kryteria andro-
logiczne, okreslajgce stopien prawdopodobienstwa ptodnosci danego osob-
nika, okazaty sie niewystarczajgce. Powstate okreSlenie idiopatycznej
nieptodnos$ci ludzkiej okresla stan, w ktorym nie dochodzi do zaptodnie-
nia, pomimo wystepowania prawidtowych parametrow klinicznych [124].
Zrozumiate jest wiec poszukiwanie innych kryteridw oceniajgcych nie-
ptodnos$¢ meska, w tym réwniez na poziomie molekularnym.

Najwazniejszymi kryteriami oceny andrologicznej sag: liczba plem-
nikow w ejakulacie, ich morfologia i zdolno$¢ do ruchu postepujacego.
Catkowita liczba plemnikéw w ejakulacie dowodzi jedynie iloSciowo
prawidtowego rdznicowania sie komdrek w procesie spermatogenezy
(60 X 106 komorek). Do prawidtowego ejakulatu przyjmuje sie odsetek
morfologicznie nieprawidtowych komérek ponizej 30%. Wysoki procent
morfologicznie prawidtowych plemnikéw nie daje jednak jeszcze szansy
dotarcia ich do jajowodu. Bardzo waznym z andrologicznego punktu
widzenia elementem warunkujgcym zaptodnienie jest zdolno$¢ plemni-
kéw do ruchu postepujacego, ktorg powinno wykazywaé ponad 70%
gamet w ejakulacie.

Te najwazniejsze parametry andrologiczne ejakulatu nie uwzgled-
niajg zagadnienia samego wnikniecia plemnika do komorki jajowej oraz
pézniejszego rozwoju zygoty. W tych zjawiskach decydujacg role petnié
moga mechanizmy molekularne. W mechanizmach tych biorg m.in.
udziat enzymy zawarte w akrosomie plemnika, umozliwiajgce penetracje
plemnika do komorki jajowej. Cykl zmian zachodzacych w blonie ko-
morkowej oraz w metabolizmie plemnika, umozliwiajagcy zapoczatkowa-
nie tzw. reakcji akrosomalnej, nosi nazwe kapacytacji i jest procesem
odwracalnym w odréznieniu od samej reakcji akrosomalnej, ktéra za-
chodzi w sposob nieodwracalny z powodu destrukcji bton biologicznych.
Zatem zablokowanie kapacytacji lub reakcji akrosomalnej moze by¢
jedng z mozliwych drog uzyskania meskiej antykoncepcji. Z punktu wi-
dzenia biologicznego, penetracja plemnika do komorki jajowej nie prze-
sgdza jeszcze prawidlowego rozwoju zygoty.

Znane sg obserwacje, w ktdrych plemnik moze wnikaé réwniez do
komdrek somatycznych [9, 71]. Dowodzi to uniwersalnej roli enzyméw
akrosomalnych w ,trawieniu” réznego typu bion biologicznych, jed-
nakze sg one tylko jednym z wielu czynnikow wspotdecydujgcych o pra-
widtowym zaptodnieniu. Kluczowe wydajg sie substancje majgce wias-
ciwosci antygendow, zakotwiczone prawdopodobnie w btonie komorko-
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wej plemnika. Nalezy rozgraniczy¢ integralne antygeny blonowe plem-
nika odziedziczone w wyniku procesu spermatogenezy oraz nabyte (lub
zmodyfikowane) w trakcie jego dojrzewania w najadrzu i zaadsorbowane
z wydzielin dodatkowych gruczotéw meskich drog wyprowadzajgcych,
takich jak: gruczot krokowy, pecherzyki nasienne, gruczoty opuszkowo-
-cewkowe oraz gruczoly cewki moczowej. Antygeny biernie zaadsorbo-
wane na powierzchni plemnika (SCA — sperm coating antigens) utrud-
niaja badania integralnych antygendéw btony komadrkowej. Ze wzgledu
na istnienie wielu zespotdéw chorobowych o niewyjasnionej etiologii,
objawiajgcych sie zahamowaniem dojrzewania nabtonka plemnikotwor-
czego na roéznych etapach réznicowania, postuluje sie poznanie anty-
gendw rdznicowania spermatogenezy (zespoly te w zasadzie nie poddajg
sie leczeniu). Niemniej badania antygendéw cyklu spermatogenezy natra-
fiaja na olbrzymie trudnosci techniczne.

1. IDENTYFIKACJA ANTYGENOW UKLADU ROZRODCZEGO

Omowione zostang dotychczas wykryte substancje, bedace sktadni-
kami plemnika. Poniewaz identyfikowano je metodami immunologicz-
nymi, za przyktadem innych autoréw [50, 135] beda wiec nazywane one
antygenami.

11. ANTYGENY PLEMNIKOW ZWIERZAT DOSWIADCZALNYCH

Bioragc pod uwage organizacje komoérkowg plemnika, podzielono anty-
geny na: btonowe (powierzchniowe), akrosomalne, jadrowe, cytoplazma-
tyczne oraz mitochondrialne.

Antygeny btonowe

Jednym 1z pierwszych wykrytych antygenéw bionowych byt auto-
antygen T Swinki morskiej. Antygen T jest integralnym biatkiem bio-
nowym [135] o wiasciwosciach aspermatogennych, tzn. po podaniu tego
antygenu zwierzetom dosSwiadczalnym obserwuje sie zahamowanie sper-
matogenezy. Najbardziej oczyszczona forma tego antygenu skilada sie
z 5 tafcuchow polipeptydowych, a sam antygen jest prawdopodobnie
lipoproteina.

Nastepne dwa aspermatogenne autoantygeny, znane pod nazwg
GPSA | i GPSA IV (GPSA — guinea pig sperm antigen), sa obecnie
klasyfikowane jako antygeny akrosomalne [41], Ponadto na btonie akro-
somalnej zakotwiczony jest antygen APl (AP — acrosomal protein [60]).

Ciekawg prdébg charakterystyki rodziny antygendéw plemnika S$winki
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morskiej byto zastosowanie monoklonalnych przeciwcial przeciwko réz-
nym topograficznie rejonom btony komoérkowej [94]. Wyr6zniono 4 ro-
dzaje antygendw oznaczonych jako: 1) antygen czesci przedniej gtowki
plemnika AH-1 (AH — anterior head), 2) antygen czesci tylnej gtowki
plemnika PH-1 (PH — posterior head), 3) antygen gtdéwki plemnika WH-1
(WH — whole head) oraz 4) antygen witki plemnika PT-1 (PT — po-
sterior tait). Okres$lono ich mase czgsteczkowg odpowiednio 52, 60 oraz
42 Kd. Antygen witki plemnika nie zostat dotad sprecyp’towany, a w
zwigzku z tym jego masa czasteczkowa nie zostata okre$lona. Sugeruje
sie specyficzne funkcje tych antygendw zwigzane z ich lokalizacjg. | tak
btona komdrkowa czeSci przedniej gtowki plemnika ulega podczas reakcji
akrosomalnej fuzji z btong akrosomalng, natomiast btona czesci tylnej
gtowki plemnika jest miejscem inicjujagcym kontakt plemnika z komdrka
jajowa i ich po6zniejsza fuzje.

Podobng regionalizacje antygenéw zaobserwowano badajgc antygeny
btonowe plemnikéw myszy przy uzyciu surowicy Kkréliczej [114] lub
szczurzych przeciwciat monoklonalnych przeciwko plemnikom myszy
[119]. Fragmenty Fab, uzyskane z surowicy kréliczej, hamowaty inter-
akcje plemnik-komérka jajowa oraz penetracje plemnika do jaja. Na
podstawie ilosci sprecypitowanego biatka wyrdzniono dwie rézne rodziny
antygenéw, zidentyfikowane w zelu poliakryloamidowym. Pierwsza
z nich sktadata sie z 4 antygendéw o masach: 200, 55-63, 37 i 33 Kd i wy-
stepowata w duzych ilosciach (grube prazki w zelu), druga za$ z 3 anty-
genéw o m.cz. 110, 48 i 40 Kd, zaznaczajac sie stabymi prazkami w zelu.
Monoklonalne przeciwciata w badaniach metodg immunofluorescencji
wykazaly regionalizacje tych antygendw w blonie akrosomalnej, na szyj-
ce oraz witce. Dwa sposrod uzyskanych przeciwciat identyfikowaty inte-
gralne antygeny blonowe, dwa pozostate — antygeny nieintegralne,
nalezgce prawdopodobnie do rodziny SCA [119].

Bardzo pouczajace byty badania funkcji antygenéw btonowych plem-
nikéw, wykonane na plemnikach krdliczych. Samicom krolika wstrzy-
kiwano ekstrakt plemnikéw uzyskany przez zadziatanie roztworem dwu-
jodosalicylanu litu [86]. Nastepnie badano ptodno$¢ krélic, po podaniu
tego ekstraktu, w poréwnaniu z ptodnoscig krélic kontrolnych (nieimmu-
nizowanych). Stwierdzono zahamowanie zaptodnienia krdlic immunizo-
wanych ekstraktem, objawiajgce sie brakiem kontaktu plemnik-komdrka
jajowa oraz ich fuzji. W podobnych eksperymentach, stosujac immuni-
zacje krolic plemnikami pozostatymi po uprzedniej ekstrakcji (tzn. anty-
genami nie poddajagcymi sie ekstrakcji dwujodosalicylanem litu), stwier-
dzono zaburzenia ptodnosci, objawiajgce sie zmniejszeniem liczby po-
mys$inych implantacji zarodkéw (prawdopodobnie wskutek zahamowania
rozwoju zarodkéw), natomiast nie zauwazono zahamowania samego pro-
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cesu zaptodnienia komorki jajowej. W zwigzku z tym mozna sugerowac
istnienie réznych systemoéw antygenowych dla kontaktu plemnika z ko-
morka jajowa, jej penetracji, pOzniejszej fuzji oraz rozwoju zarodka.
Poszczeg6lne stadia sg prawdopodobnie zwigzane z odpowiednimi ,war-
stwami” antygendéw plemnika, potozonymi na r6znej gtebokosci albo
w mniej lub w bardziej trwaty sposéb zakotwiczonymi w bionie i przez
to odpowiedzialnymi za kolejne stadia procesu zaptodnienia.

Uzycie monoklonalnych przeciwciat pozwolito zidentyfikowaé 3 anty-
geny plemnikow kroliczych, okreslone jako RSA-1, RSA-2 i RSA-3
(RSA — rabbit sperm antigen), o masie czasteczkowej 87, 15 i 13 Kd.
Znajduja sie one w srodkowej czesci szyjki plemnika, a ich zablokowa-
nie odpowiednimi przeciwciatami monoklonalnymi hamuje penetracje
plemnikéow do komdrki jajowej chomika chinskiego, pozbawionej ostonki
przejrzystej (zona pellucida). Zatem rola tych antygenow wydaje sie
przypada¢ na okres przed zaptodnieniem. Przeciwciata identyfikujace te
antygeny reaguja krzyzowo z plemnikami ludzkimi [101-103]. Interesu-
jacym antygenem wydaje sie takze glikoproteina o masie 63 Kd, ziden-
tyfikowana przez odpowiednie monoklonalne przeciwciata [97, 98], zlo-
kalizowana w gtdwce plemnika. Glikoproteina ta spetnia role biologiczng
w okresie po zaptodnieniu. Zniesienie jej dziatania powoduje zahamowa-
nie rozwoju zarodkowego w 9 dniu po zaptodnieniu. Przeciwcialo mono-
klonalne, identyfikujgce ten antygen, nie aglutynuje plemnikdw ani ich
nie immobilizuje, natomiast krzyzowo reaguje z plemnikami ludzkimi.

Antygenem o0 znacznie szerszym spektrum dzialania jest antygen
sprecypitowany z mysiej linii komoérkowej F9 (F9 — teratocarcinoma
embryonale), obecny na plemnikach oraz wczesnych zarodkach [132].
Skiada sie on z tancuchdéw polipeptydowych o m.cz. 44 i 22 Kd, czesto
sprzezona z nimi jest czasteczka o masie 12 Kd. Blokowanie tego anty-
genu powoduje zahamowanie rozwoju zarodka.

Antygeny cytoplazmatyczne

Jednym z najlepiej poznanych antygenéw cytoplazmatycznych jest
dehydrogenaza mleczanowa, LDH-X, o witasciwosciach auto- i izoanty-
genu (izoantygen — antygen wzbudzajagcy odpowiedZ immunologiczna
u innych osobnikéw tego samego gatunku, genetycznie réznych). LDH-X
jest enzymem o m.cz. 140 Kd i sktada sie z czterech podjednostek C,
réznigcych sie od podjednostek A i B wystepujacych w izoenzymach LDH
w komérkach somatycznych [33]. Interesujacg cechg LDH-X jest jego
zdolno$¢ do wykorzystywania szerokiej gamy substratow, co pozwala na
stabilng regulacje poziomu pirogroniandw, mimo zmieniajacego sie $ro-
dowiska tlenowego w trakcie wedrowki plemnika [33, 49]. Aczkolwiek
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LDH-X jest zarbwno enzymem wewnatrz-, jak i pozamitochondrialnym,
w znacznej wiekszosci jest on zlokalizowany w cytoplazmie [36, 52, 126],
W plemnikach krélika 90% tego enzymu wystepuje poza mitochondria-
mi [126]. LDH-X w mysich spermatocytach i spermatydach wystepuje
gtéwnie w cytoplazmie [52], Podczas spermatogenezy LDH-X pojawia
sie dopiero w spermatocytach pierwszego rzedu, po czym wystepuje juz
na wszystkich posrednich etapach rdznicowania, az do dojrzalego plem-
nika [52, 83].

Enzymami specyficznymi dla cytoplazmy plemnika sg réwniez izo-
enzymatyczne odmiany heksokinazy, kwasnej fosfatazy oraz dehydro-
genazy sorbitolowej [36].

Antygeny mitochondrialne

Jedynym znanym antygenem mitochondrialnym, specyficznym dla
meskiego uktadu rozrodczego, jest cytochrom c opisany u myszy jako
ct — cytochrom jadra (testis) [38, 51]. Cytochrom ct nie wystepuje nigdy
poza komorkami rozrodczymi [38]. Wyizolowany z jadra (testis) rozni sie
od swojego odpowiednika w komodrkach somatycznych 13 sposrdod 104
aminokwaséw. W cyklu spermatogenezy cytochrom ct pojawia sie naj-
wcze$niej w mitochondriach spermatocytdw pierwszego rzedu, wystepu-
jac podczas rdéznicowania sie we wszystkich po6zniejszych stadiach ko-
morek rozrodczych. Ewidentna korelacja zwigzana z pojawieniem sie
aktywnosci cytochromu ct z jednoczesng zmiang morfologii mitochon-
driow w trakcie spermatogenezy moze by¢ interesujgcg przestankag do
dalszych badan. Auto- i izoantygenowos$¢ cytochromu ct nie byty dotad
szczeg6towo badane.

12. ANTYGENY PLEMNIKOW LUDZKICH

Antygeny btonowe

W badaniu antygenow plemnikéw ludzkich wystapity powazne trud-
nosci w uzyskiwaniu monoklonalnych przeciwciat, spowodowane przede
wszystkim obecnoscig na powierzchni plemnika zaadsorbowanych anty-
genow plynu nasiennego (SCA). Uzyskiwane przeciwciata w wigkszosci
przypadkéw nie rozpoznawaty lub nie wykazywaty zadowalajagcego po-
winowactwa do antygenow integralnych plemnika, co z kolei w znacz-
nym stopniu ograniczato mozliwosci identyfikacji antygenu metodami
immunochemicznymi. Pierwsze wiec informacje dotyczace antygendéw
btonowych plemnika pojawily sie dzieki uzyciu przeciwciat o wtasciwos-
ciach aglutynujacych lub immobilizujgcych plemniki od pacjentéw nie-
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ptodnych na podtozu immunologicznym. Interesujacy cykl badan wy-
konany przez grupe Hjorta i Poulsena [53, 54, 109, 110] wykazal istnienie
autoantygenu o m.cz. ponad 150 Kd, sktadajgcego sie z 6 tancuchdw
polipeptydowych o m.cz. 21, 32 i 41 Kd, dwéch tancuchéw o m.cz. 77 Kd
oraz jednego o m.cz. 120 Ki. Antygen ten zostat zidentyfikowany immu-
nochemicznie za pomocag surowic o wiasciwosciach aglutynacyjnych
w stosunku do plemnikéw. Ponadto przeprowadzono prébe korelacji
miedzy surowicami powodujgcymi rozne typy aglutynacji a wystepowa-
niem dotychczas wykrytych taricuchow polipeptydowych antygenu. Wy-
rézniono 4 podstawowe typy aglutynacji plemnikéw: 1) gtéwka do gtow-
ki, 2) witka do witki, 3) kohcowa cze$¢ witki do koncowej czesci witki
oraz 4) mieszany. Surowice od nieptodnych pacjentéw powodujg za$
zwykle jeden charakterystyczny typ aglutynacji, w rzadszych przypad-
kach dwa lub wiecej. Badajgc wiasciwosci wyselekcjonowanych surowic
wedtug typu spowodowanej aglutynacji stwierdzono jednak, ze kazda
z surowic ,rozpoznaje” peten zestaw uprzednio wykrytych tahcuchéw
polipeptydowych, sktadajgcych sie na ten sam autoantygen (z wyjat-
kiem aglutynacji konicowa cze$¢ witki do koncowej czesci witki). Wy-
daje sie wiec, ze naturalnie wystepujgce przeciwciata w surowicach
nieptodnych pacjentow, klasyfikowane wedlug typu powodowanej przez
nie aglutynacji, nie moga by¢ przydatne do dalszych badan antygendéw
btonowych plemnika ze wzgledu na to, ze identyfikujag one zwykle tylko
jeden antygen.

Ze wzgledu na obecno$¢ SCA na powierzchni plemnika, wiele wysit-
koéw zmierzajagcych do uzyskania monoklonalnych przeciwciat przeciwko
integralnym biatkom btonowym plemnika doprowadzito do identyfikacji
witasnie tych antygenow SCA i otrzymania przeciw nim przeciwciat [76,
107, 121]. Przeciwciata te byty pozbawione zdolnosci aglutynacyjnych.

Badania metodg immunofluorescencji przy uzyciu ostatnio uzyska-
nego przeciwciata monoklonalnego przez Yan i wsp. [141] przyniosty
odkrycie nieznanego antygenu o m.cz. 84 Kd, zlokalizowanego w $rod-
kowej czeSci szyjki plemnika oraz na witce. Biatko to jest prawdopodob-
nie integralnym sktadnikiem btony, a dotgczenie sie do niego przeciw-
ciata powoduje aglutynacje plemnikéw, natomiast w zasadniczy sposob
nie hamuje ich ruchliwos$ci. Catkowicie inng funkcje wydajg sie petnic
uprzednio wspomniane antygeny plazmy nasiennej, biernie zaadsorbo-
wane na powierzchni plemnika [58, 121], zidentyfikowane przez przeciw-
ciata monoklonalne o witasciwosciach immobilizujgcych. Do takich anty-
gendéw nalezy biatko o m.cz. 15 Kd [58].

Niewatpliwie ciekawym spostrzezeniem byto zidentyfikowanie innego
antygenu biony plemnika za pomocg niedawno uzyskanego przez Naz
i wsp. [96] przeciwciata monoklonalnego, ktére nie ma ani witasciwosci
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aglutynujgcych, ani immobilizujgcych. Przeciwciato to identyfikuje anty-
gen o m.cz. 23 Kd, zlokalizowany w czesci postakrosomalnej plemnika,
Srodkowej czesci szyjki oraz na witce. Blokowanie monoklonalnym prze-
ciwciatem tej glikoproteiny (identycznej z glikoproteing uzyskang z tkan-
ki jadra) hamowato penetracje przez ludzkie plemniki komdrki jajowej
chomika chinskiego, pozbawionej ostonki przejrzystej. Poniewaz przeciw-
ciato to reagowato krzyzowo z plemnikami myszy, przeprowadzono wiec
analogiczne badania z uzyciem mysich plemnikdw i komdrki jajowej
z utrzymang ostonka przejrzystg. Przeciwciato to, optaszczajgc plemniki
mysie, hamowato rowniez zaptodnienie komorki jajowej, co dowodzi,
ze antygen wykryty przez to przeciwciato jest odpowiedzialny za inter-
akcje plemnika z komdrka jajowa i moze by¢ kluczowym komponentem
prawidtowej reakcji akrosomalnej. Istniejg dowody, Zze przeciwciata
uzyskane od wielu nieptodnych na tle immunologicznym pacjentow, sil-
nie reaguja z tym witasnie antygenem.

Konferencja dotyczaca identyfikacji i klasyfikacji dotychczas uzyska-
nych przeciwplemnikowych przeciwciat monoklonalnych, zorganizowana
przez Swiatowg Organizacje Zdrowia (Toronto 1986), doprowadzita do
wyodrebnienia innego interesujgcego przeciwciata, zakodowanego pod
nazwg H316, ktdére wydaje sie wigza¢ do akrosomu ludzkiego plemnika
tylko po uprzedniej kapacytacji i w ten sposdb moze byc bardzo pozy-
teczng sondg oceniajacg proces kapacytacji plemnika [4].

Innym wnioskiem z tej Konferencji sg dane wskazujgce, ze wiekszo$¢
wykrytych blonowych antygenéw plemnika moze ulega¢ ograniczonej
ekspresji rdwniez na innych tkankach, jak np. wczesnego zarodka [85,
123], tozyska [4, 10], jajnika [85], limfocytow T [81], mdzgowej [123]
oraz roznych tkankach nowotworowych [2].

Antygeny jadrowe gtowki plemnika

Stosunkowo wiele substancji jadrowych, takich jak histony, kom-
pleksy histonow z DNA, samo DNA itd., moze spetnia¢ funkcje auto-
antygenow. Zwykle obserwuje sie pojawienie przeciwciat przeciw tym
antygenom w chorobach powstatych na tle autoimmunologicznym. Jed-
nakze antygeny te sg wspolne dla wiekszoSci komérek, w tym takze
i dla plemnikéw [55], Ponadto plemniki majg réwniez inne specyficzne
antygeny jadrowe. Sg one syntetyzowane w trakcie spermiogenezy, kiedy
wystepuje formowanie sie ostatecznego ksztattu gtéwki dojrzatego plem-
nika. Najlepiej poznanymi substancjami jadrowymi, specyficznymi dla
plemnikéw, s silnie zasadowe biatka zwane protaminami. Protaminy
wystepujg w plemnikach ryb, ptakdw oraz ssakow z cztowiekiem wigcz-
nie [117]. Wigzania krzyzowe miedzy tymi biatkami (za pos$rednictwem
mostkow dwusiarczkowych) nadajg stabilno$¢ jadru plemnika [69],
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Substancje biatkowe, wyodrebnione z jader ludzkich plemnikéw,
noszg nazwe protaminy 1 oraz protaminy 2 i sg swoiste tylko dla ko-
morek rozrodczych [116]. Ich masa czgsteczkowa wynosi odpowiednio
6,3 i 7,7 Kd. Sktadajg sie one odpowiednio z 47 oraz 51 aminokwasow.
Biatka te majg charakterystyczny skfad aminokwaséw, sg bogate w resz-
ty argininy i cysteiny oraz sg nierozpuszczalne w SDS (SDS — sodium
dodecyl sulphate, tj. sdl sodowa siarczanu dodecylu 1) [69]. Kolk i Sa-
muel sugeruja wysoka swoisto§¢ protamin na tej podstawie, ze prze-
ciwciata skierowane przeciwko nim nie reagujg krzyzowo z histonami
zawartymi w jadrze. Przeciwciata przeciwko protaminom, uzyskane z su-
rowic osobnikéw nieptodnych na tle immunologicznym, wykrywane sa
metodg immunofluorescencji jako przeciwciata towarzyszace u osobni-
kéw posiadajacych w wysokich mianach przeciwciata skierowane prze-
ciwko antygenom btonowym. Stad znaczenie przeciwciat przeciwprota-
minowych w diagnostyce nieptodnosci lub ewentualnej immunoanty-
koncepcji jest bardzo ograniczone.

1.3. ANTYGENY AKROSOMALNE A ANTYKONCEPCJA IMMUNOLOGICZNA

Enzymy swoiste dla komorek rozrodczych, jak LDH-X (zaliczany
do antygendow cytoplazmatycznych), hialuronidaza oraz akrozyna, byty
historycznie pierwszymi antygenami, ktore starano sie wykorzysta¢ do
celow immunologicznej antykoncepcji.

Hialuronidaza o masie czasteczkowej ok. 60 Kd jest zaréwno izo-, jak
i autoantygenem [91, 142]. Wystepuje w jadrze (testis) w bardzo licz-
nych odmianach, stad tez znaczne rozhieznosci w ustaleniu dokladnej
masy czasteczkowej. Aktywno$¢ antyhialuronidazowa obserwowana byta
w surowicach mezczyzn z podwigzanymi nasieniowodami [88]. Jednakze
izo- i autoprzeciwciata wykazywaty inhibicyjne wiasciwosci wobec form
uzyskanych z jadra (testis), a nie komdrkowych tego enzymu. Ponadto
przeciwciata przeciwko hialuronidazie sg wysoce swoiste gatunkowo [87],
z wyjatkiem kozy i owcy, majgcych przeciwciata wspdlne [88]. Aktyw-
no$¢ hialuronidazy wystepuje w granicach pH 2-pH 8, a maksimum
aktywnos$ci przypada na pH 4,5 [91]. Hamowanie dziatania hialuronidazy
wystepuje poprzez tworzenie kompleksdw antygen—przeciwciato blokuja-
cych interakcje enzym—substrat. Przy mniejszych pH, tworzenie kom-
pleksow antygen—przeciwciato jest znacznie utrudnione. Poniewaz opti-
mum dziatania tego enzymu wystepuje przy mniejszych pH, wartos¢
wiec tych przeciwcial, jako czynnika antykoncepcyjnego, jest mata.
W trakcie spermatogenezy hialuronidaza pojawia sie rownoczes$nie z wy-
tworzeniem akrosomu. Precyzyjne okreSlenie lokalizacji hialuronidazy
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przedstawia duze trudnos$ci. Obecnie sugeruje sie, ze jest ona zwigzana
z zewnetrzng i wewnetrzng btong akrosomu [91, 104],

Akrozyna — enzym podobny do trypsyny, ma m.cz. ok. 38 Kd i opti-
mum aktywnos$ci w granicach pH 8,0-8,5 [14, 84]. Akrozyna jest izo-
antygenem [88], jednak przeciwciata przeciwko akrozynie reagujg row-
niez krzyzowo z innymi substancjami [91], co przemawia przeciw klasy-
fikowaniu akrozyny jako swoistego autoantygenu. Ponadto w akrosomie
plemnika wystepuja esterazy, fosfolipazy, neuraminidaza, beta-N-acetyl-
glukozaminidaza oraz sulfataza arylowa.

Jak juz wspomniano, najszerzej stosowanym do celéw antykoncepcji
immunologicznej byt izoenzym LDH-X (LDH—C4). Jego dostepnosé
w sensie ilosciowym pozwolita na oczyszczenie go w formie krystalicz-
nej, jak rowniez okreslono juz jego sekwencje aminokwaséw [33]. Obec-
ne badania skierowane sg na uzyskanie syntetycznego tancucha poli-
peptydowego, indukujgcego odpowiedZz immunologiczng [138]. Reszty
aminokwasowe LDH—C4 myszy od 152 do 159 zawierajg unikatowg
determinante antygenowa, eksponowang na powierzchni natywnej cza-
steczki [40]. Do celéw immunoantykoncepcji stosowane sg rowniez resz-
ty aminokwasowe od 5 do 16 oraz od 211 do 222.

We wczesniejszych badaniach wykazano, ze immunizacja samic kro-
lika oraz myszy enzymem LDH—C4spowodowata u nich znaczne zmniej-
szenie liczby cigz [34, 35]. Podobny wynik dawata immunizacja samic
pawiana [39]. Mechanizm antykoncepcyjnego dziatania polegat na wy-
stagpieniu w jajowodach przesieku surowiczego, zawierajgcego przeciw-
ciata powodujace aglutynacje plemnikéw lub ich lize z udziatem kom-
plementu [67, 68], Cykl owulacyjny nie byt zakiécony, jak réwniez nie
zaobserwowano efektéw ubocznych. Antykoncepcyjny sukces immuni-
zacji samic pawianéw LDH—C4 wystepowat tylko w przypadku wyso-
kiego miana przeciwciat skierowanych przeciwko temu enzymowi. Za-
przestanie immunizacji powodowato zmniejszanie sie miana przeciwciat,
w wyniku czego dochodzito do zaptodnienia samic, ktére nastepnie ro-
dzity zdrowe potomstwo. Wyniki te dowodzg, ze unieczynnianie LDH—C4
moze zapobiega¢ zaptodnieniu u naczelnych, a efekt ten jest nietoksycz-
ny i odwracalny [39]. Krytycy tego postepowania podkre$laja, ze nie
osiggneto ono nigdy wymaganego dla antykoncepcji poziomu, tj. za-
hamowania ptodnosci w 95-100%. W tej sytuacji prowadzone sg badania
nad optymalizacjg immunizacji samic LDH—C4 poprzez ustalenie opty-
malnej dawki antygenu, stosowania odpowiednich adiuwantéw, drogi
oraz schematu szczepienia.

Podobny byt efekt czesciowego hamowania ptodnosci w przypadku
immunizacji owiec akrozyng. Efekt ten zaobserwowano raczej w przy-
padku czesciowo, a nie catkowicie oczyszczonego preparatu akrozyny
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[92], co moze sugerowal zanieczyszczenie badanego preparatu innymi
substancjami. Krolicze fragmenty przeciwcial Fab, skierowane przeciw
owczej akrozynie, hamowaly aktywnos¢ enzymu w stosunku do jednych
substratow przy zachowaniu aktywnos$ci wobec innych. Pomimo utrzy-
mywania wysokiego miana przeciwciat (powodujgcego takze aglutynacje
plemnikéw), nie uzyskano znaczacego zahamowania ptodnosSci samic
i z pewnos$cig nie mozna wobec tego oczekiwa¢ 100% bezptodnos$ci samic
poprzez uczulanie akrozyng.

Hamowanie aktywnos$ci hialuronidazy do celéw antykoncepcji byto
przedmiotem badan w znacznie wiekszym zakresie niz akrozyny. Przeciw-
ciata skierowane przeciw hialuronidazie krdlika hamowaty rozluznianie
komorek wzgorka jajono$nego, jak réwniez zaptodnienie in vitro [87, 88],
W przypadku krélic immunizowanych oczyszczong hialuronidazg nie
uzyskano znaczniejszego obnizenia wspoétczynnika ptodnosci [88]. Ne-
gatywne byly réwniez wyniki badan przeprowadzonych w uktadzie mo-
delowym z owca.

Lokalizacja w plemniku trzech juz tu omdwionych enzyméw zdaje
sie wskazywa¢ na ich role w poszczeg6lnych fazach procesu zaptodnie-
nia. Zastoniete btong komorkowa plemnika antygeny te mogg staC sie
celem dla przeciwcial w stosunkowo ograniczonym przedziale czasowym
(aczkolwiek zaobserwowano wystepowanie naturalnych przeciwciat
przeciw LDH—C4 w surowicy krwi [120]). Zwiaszcza za$ akrozyna
i hialuronidaza, zwigzane z btonami akrosomalnymi (w wiekszym stop-
niu z wewnetrzng btong akrosomalng), sg do czasu kapacytacji lub na-
wet reakcji akrosomalnej niedostepne dla przeciwciat. Stad do o0sigg-
niecia immunoantykoncepcji konieczne sa bardzo wysokie miana prze-
ciwciat przeciw tym enzymom w zenskich drogach rozrodczych.

14. ANTYGENY DOJRZEWANIA PLEMNIKOW

Etapy dojrzewania plemnikéw rozpatrywano w poszczeg6lnych re-
gionach najadrza, utatwiajagcych obserwacje kolejno pojawiajgcych sie
antygenow. Badania te byly prowadzone u barana. Pierwsza faza doj-
rzewania plemnikéow (glowa najadrza) charakteryzowata sie rozlegiy
transformacjg powierzchni plemnika, na ktdrg skiadaly sie: 1) zanik
wiekszych biatek powierzchniowych o m.cz. od 78 do 119 Kd, charak-
terystycznych dla plemnikéw jadrowych; 2) pojawienie sie nowych
przejsciowych komponentéw o m.cz. 50 Kd oraz trwalych o m.cz. 97 Kd;
3) zwiekszenie ekspresji kilku komponentow o mniejszych m.cz., tj. 65,
32 i 17 Kd, bedacych pierwotnymi antygenami plemnikéw jadrowych.
Proces rozwojowy plemnikéw barana jest do$¢ szybki. Czas ich wedrédw-
ki przez gtowe najgdrza trwa 2 dni, natomiast czas wedréwki przez cate
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najadrze okoto 12-15 dni [105]. W drugim regionie topograficznym
(trzon najadrza) zachodzi faza przejsciowa dojrzewania plemnikéw. Na-
dal obecne sg na nich komponenty o m.cz. 32 i 17 Kd i w zasadzie brak
danych o pojawianiu sie nowych lub utracie dawnych komponentéw.

Plemniki znajdujgce sie w ogonie najadrza miaty jako dominujace
antygeny o m.cz. 97, 65 i 41 Kd. Jednocze$nie pojawit sie nowy kompo-
nent o m.cz. 24 Kd. Zatem wydaje sie, ze najbardziej rozlegta transfor-
macja plemnikéw zachodzi w obrebie glowy najadrza. Zmiany te maja
powazne konsekwencje funkcjonalne. Fakt, ze w odrdznieniu od plem-
nikow jadrowych zaréwno metabolizm, jak i ruchliwo$¢ plemnikéw
z glowy najadrza mogg by¢ stymulowane przez inhibitory fosfodieste-
razy, wskazuje na mozliwg zalezno$¢ tych proceséw od stezenia cAMP
w plemnikach najadrzowych, przy braku takiej zalezno$ci w stosunku
do plemnikéw jadrowych. Stanowi to zasadniczg rdéznice miedzy plem-
nikami najadrzowymi a jadrowymi, zwigzang z ich dojrzewaniem [17].

W glowie najadrza i czeSciowo w jego trzonie plemniki nabywajg
w ok. 60-90% receptory dla immunoglobulin. Inne zmiany funkcjonal-
ne, ktére odbywajg sie w tym samym rejonie topograficznym najadrza,
to zwiekszenie ruchliwosci plemnikéw [18], mozliwo$¢ wystapienia aglu-
tynacji plemnikow typu gtdwka do gtowki [18] oraz mozliwosé agluty-
nacji indukowanej lektynami [46].

Uktad biatek powierzchniowych plemnikéw znajdujgcych sie w ogo-
nie najadrza jest jakoSciowo nie zmieniony. Obserwuje sie zwigkszenie
ekspresji podstawowych komponentéw o m.cz. 97, 65, 41 i 24 Kd, co ko-
reluje z wystgpieniem ruchu postepujgcego plemnikow [1, 18].

Sugeruje sie kilka mechanizméw odpowiedzialnych za zmiany anty-
genowosci plemnikdw najadrzowych obejmujgcych adsorpcje, przegru-
powanie, proteolize oraz internalizacje biatek [8, 44, 56, 100, 134]. Podno-
si sie rowniez role glikozylacji istniejagcych, natywnych biatek po-
wierzchniowych plemnika, co moze powodowac¢ rozlegte modyfikacje
powierzchni komérki [45], obejmujace wyrazng zmiane ekspresji biatka
0 m.cz. 97 Kd.

Nadal jednak ogromnag role w zmianach antygenowos$ci powierzchni
plemnika przypisuje sie adsorpcji komponentéw biatkowo-cukrowych.
Zjawisko to stwierdzano u kilku gatunkéw, tj. u szczura, chomika, kré-
lika, knura i barana [21, 66, 90, 118, 133, 134], przy jednoczesnym wy-
kazaniu syntezy i sekrecji glikoprotem przez nabtonek najadrzowy my-
szy [29], szczura [31], krélika [63, 90] i knura [13, 118]. W skiad frakcji
glikoproteinowej u szczura wchodzg nastepujace reszty cukrowe: 19%
D-mannozy, 3% D-galaktozy, 33% n-acetylo-D-glukozaminy, 31% kwa-
su n-acetylo-neuraminowego oraz 13% D-glukozy. Wysoka zawartosé
D-glukozy, ze wzgledu na rzadkie wystepowanie w potaczeniu z biat-
kami, pozwala traktowac te ceche jako charakterystyczng dla glikopro-
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tein wydzielanych przez nablonek najadrza. Stwierdzono, ze synteza
glikoprotein najadrzowych podlega regulacji poprzez hormony androgen-
ne [15, 16].

Obecnos$¢ antygendw plemnika, pojawiajgcych sie najczesciej dopiero
w najadrzu, potwierdzono ostatnio za pomocg odpowiednich monoklo-
nalnych przeciwcial [28], ktére skierowane byly przeciw antygenom
plemnikéw myszy tego samego szczepu wsobnego. Powierzchniowe anty-
geny wykrywano, uzywajgc plemnikéw z trzonu najgdrza. Antygeny
te nie miaty odpowiednikdw na powierzchni plemnikéw jadrowych. Trzy
sposréd uzyskanych monoklonalnych przeciwciat wykrywaty antygeny
gtowki plemnika. Sugeruje to, ze przynajmniej jedno z nich wykrywato
antygen czesci przedniej akrosomu, ktéry moze by¢ rozpoznawany przez
receptor na komérce jajowej lub bierze udzial w reakcji akrosomalnej.
Czwarte monoklonalne przeciwciato rozpoznawato antygen zlokalizowany
na witce (SMA-4: sperm monoclonal antibody), odgrywajgcy prawdopo-
dobnie role w procesach zwigzanych z ruchliwo$cig plemnika.

Reasumujac, istnieje wiele dowodéw, ze antygeny powierzchniowe
plemnika, nabywane w trakcie jego dojrzewania, nie sg strukturalnie
tymi samymi biatkami, ktére zostaja wydzielane w $rodowisku jadro-
wym lub w najadrzu. Istniejace dane dowodzg nie tylko rozlegtej ad-
sorboji, ale i intensywnej modyfikacji komponent powierzchniowych
plemnikdw. Obecnie trwajg badania nad ustaleniem sekwencji amino-
kwaséw tych biatek, mogace wyjasni¢ fundamentalne zagadnienie do-
tyczace dojrzewania najgdrzowego oraz ,nabywania” antygenow optasz-
czajgcych plemniki (SCA). Tym ostatnim przypisywano jak dotad tylko
wilasciwosci maskujace antygeny integralne plemnika, nie za$ faktycz-
ny udziat w procesie zaptodnienia.

15. ANTYGENY SPERMATOCYTOW, SPERMATYD ORAZ INNYCH KOMOREK
TKANKI JADRA

Stosunkowo mato informacji dotyczacych antygendw roéznicowania
komdrek cyklu spermatogenezy spowodowane jest znacznymi trudnos-
ciami technicznymi. Aby uzyskaé np. tradycyjnag poliwalentng surowice
skierowang przeciwko danemu stadium zréznicowania komorki w czasie
spermatogenezy, nalezy uczuli¢ zwierze doSwiadczalne frakcjg jedno-
rodnych komérek tego stadium. Od dawna frakcjonowanie komdérek
szeregu spermatogenezy byto przedmiotem wielu préb i jezeli w przy-
padku innych ssakdéw (niestety nie u czlowieka) uzyskano pewien po-
step, to dzieki nastepujacym czynnikom. Po pierwsze: mozliwo$¢ uzys-
kania praktycznie nieograniczonej ilosci materiatu biologicznego; po dru-
gie: synchronizacja danego stadium spermatogenezy w obrebie danego
kanalika plemnikotwdrczego. U cztowieka bardzo ograniczona jest
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mozliwo$¢ uzyskania przyzyciowego gonad (tylko w wyniku nielicznych
form terapii, jak np. w operacyjnym leczeniu raka gruczotu krokowego),
ponadto brak jest synchronizacji fali spermatogenetycznej w obrebie
kanalika plemnikotworczego. Powoduje to uzyskanie bardzo niejedno-
rodnej mieszaniny komorek rozrodczych z danego fragmentu tkanki.

Opierajac sie na badaniach komdrek spermatogenezy u szczura [130]
i Swinki morskiej [129], mozemy podzieli¢ antygeny réznicowania ko-
madrek rozrodczych na trzy podgrupy: antygeny wczesnych stadidw roz-
nicowania dotyczace szczeg6lnie spermatocytéw | rzedu w pachytenie,
zanikajace na etapie spermatyd; antygeny pojawiajgce sie w stadium
spermatocyta | rzedu w pachytenie i obecne we wszystkich etapach ré6z-
nicowania, az do dojrzatego plemnika (np. opisany w poprzednim roz-
dziale antygen krolika RSA 1) oraz antygeny pojawiajgce sie w poznym
etapie r6znicowania (spermatydy). Przyjmuje sie, ze antygeny powsta-
jace w Srodkowej fazie spermiogenezy sa szczegOlnie zwigzane z akro-
somem plemnika, wyodrebniajagcym sie na tym etapie, wchodzac na
trwate w sktad antygenéw komorki rozrodczej.

Interesujgce badania wykonano na komdrkach spermatogenezy my-
szy, stosujac elektroforeze dwukierunkowg dla identyfikacji antygenu
na podstawie powinowactwa antygenu od okre$lonych lektyn. Wykryto
4 glikoproteiny o powinowactwie do lektyny z ro$liny Bandeiraea sim-
plicifolia 0 m.cz. od 55 do 76 Kd oraz w punkcie izoelektrycznym (pi) od
6,0 do 6,3. Zidentyfikowano tez ok. 20 glikoprotein powierzchniowych
0 m.cz. od 50 do 151 Kd oraz pi 5,7 do 7,0 o powinowactwie do konka-
nawaliny A (Con A). Biatko o m.cz. 151 Kd oraz pi 6,0 zlokalizowano
na blonie komorkowej zar6wno spermatocytow w pachytenie, jak i ku-
listych spermatyd. Wykazano tez, ze glikoproteina ta wystepuje na
zewnetrznej powierzchni btony komdrkowej komodrek spermatogenezy
1 moze posredniczy¢ w interakcjach komdérkowych zachodzacych miedzy
komérkami rozrodczymi i komorkami podporowymi (Sertotiego). Po-
nadto wyodrebniono dwa sktadniki btony komdrkowej komorek roz-
rodczych, ktére uwaza sie obecnie za markery swoiste dla danego etapu
spermatogenezy, tj. biatko o m.cz. 73 Kd i pi 57 wykryte na powierzchni
pachytenowych spermatocytéw oraz specyficzne dla kulistych sperma-
tyd biatko o m.cz. 84 Kd i pi 6,3 [89]. Stosujac surowice kroliczg, skie-
rowang przeciw komdrkom spermatogenezy myszy z okresu przedpokwi-
taniowego, zidentyfikowano skiadnik biatkowy blony komorkowej
0 m.cz. 39 Kd, obecny na komdrkach spermatogenezy myszy 17-dnio-
wej, tzn. na spermatocytach | rzedu w preleptotenie, leptotenie, zygo-
tenie i wczesnym pachytenie, przy braku jego wystepowania u 8-dnio-
wych myszy na komorkach podporowych i spermatogoniach [99].
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Interesujgce wyniki dotyczace struktur powierzchniowych komorek
spermatogenezy myszy uzyskano za pomocg monoklonalnych przeciw-
ciat skierowanych przeciw tym komdrkom, ktére roboczo oznaczono
J1, C6 i A5. Po potraktowaniu tych komérek sialidazami, przeciwciata
C6 i A5 rozpoznawaty antygeny spermatocytéw | rzedu w preleptotenie,
leptotenie i zygotenie. Wigzanie przeciwciata J1 do komorek rozrod-
czych jagdra hamowane byto swoiScie przez N-acetyloglukozamine, a wig-
zanie C6 i A5 przez N-acetylolaktozamine. Uzyskane wyniki wskazuja
na obecnos$¢ polilaktozamin (keratan) zasocjowanych z btonami ko-
moérkowymi mejotycznych oraz haploidalnych komdrek spermatogene-
zy. Ponadto stwierdzano wyrazne zmiany iloSciowe i jakosSciowe reszt
kwasu sialowego na powierzchni btony komorkowej, towarzyszace rdz-
nicowaniu komdrek od wczesnych etapow profazy mejotycznej do sper-
matocytéw | rzedu w pachytenie [25].

Identyfikacja antygendw spermatogenezy ludzkiej za pomoca elektro-
forezy dwukierunkowej doprowadzita do wyodrebnienia swoistosci ga-
tunkowej antygendéw spermatocytdw | rzedu w pachytenie myszy
i cztowieka, swoistosci allotypowej (réznic antygenu miedzy roéznymi
osobnikami tego samego gatunku) oraz antygendéw swoistych dla danego
etapu spermatogenezy [95]. Polipeptydy dla ludzkich spermatocytéw
charakteryzowaty sie m.cz. 45 Kd i pi 59 oraz 67 Kd i pi 52, natomiast
w spermatocytach myszy wystepowat komponent 65 Kd o pi 55. Po-
szukujagc réznic allotypowych za pomocag elektroforezy, wykazano ok.
90% homologii dla antygenu 65 Kd (pi 55) oraz niektére znacznie roz-
nigce sie allotypy w obrebie biatka 45 Kd (pi 5,9); ponadto wykazano, ze
biatko to jest swoiste dla spermatocytéw.

Niestety, wszystkie opisane juz tu antygeny (za wyjatkiem RSA 1)
nie zostaty dotad scharakteryzowane funkcjonalnie. Badania zastuguja
jednak na uwage ze wzgledu na ich fundamentalne znaczenie dla pozna-
nia procesu spermatogenezy, a w dalszym aspekcie réwniez jej re-
gulacji.

Antygen H-Y

Dla zidentyfikowania antygenu H-Y, wystepujacego na gonadach,
postuzono sie linig komérek Daudi (komérki chioniaka Burkitta), cha-
rakteryzujaca sie statg synteza i sekrecjg antygenu H-Y. Antygen ten
zidentyfikowano jako polimer kilku podjednostek o m.cz. 18 Kd, po-
tgczonych miedzytancuchowymi mostkami dwusiarczkowymi [59], ta-
czenie sie tego antygenu (w formie polimeru) z miejscami receptorowy-
mi na blonie komérkowej niezréznicowanych, embrionalnych komorek
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gonad u bydta o kariotypie XX [69] powoduje przedwczesne réznicowa-
nie gonad. Pseudotetraploidalna linia komorkowa Daudi wydziela takze
zmieniong forme podjednostek o m.cz. 18 Kd. Podjednostki te wigzac
sie ' w polimery tracg wiasciwosci wigzania receptora gonadalnego. Nie-
mniej, podjednostki te wigzaty przeciwciata skierowane przeciwko anty-
genowi H-Y.

16. ANTYGENY NARZADOWO NIESWOISTE KOMOREK ROZRODCZYCH

Istnieje wiele kontrowersyjnych wynikow dotyczacych ekspresji an-
tygenow zgodno$ci tkankowej na komdrkach rozrodczych, ich mozliwej
roli w procesie zaptodnienia oraz udziatu w interakcji zachodzacej mie-
dzy ptodem a organizmem matki jako tkanek odmiennych genetycznie.
U myszy, stosujagc rézne metody, wykazano obecno$¢ antygenéw zgod-
nosci tkankowej na plemnikach [22, 37, 136]. Ponadto wykazano obec-
no$¢ tych antygendéw na komérkach spermatogenezy od stadium sper-
matocyta | rzedu [24] oraz ich brak na spermatogoniach [137], Jedynym
zastrzezeniem, jakie nasuwa sie wobec wynikéw stwierdzajagcych obec-
nos$é tych antygendéw, jest fakt niemoznosci ich wykazania metodg im-
munoprecypitacji, ktdra zwykle stanowi ostateczny i jednoznaczny do-
wod doswiadczalny na obecno$¢ danego antygenu [131].

Interpretacja badan ekspresji antygenow HLA na plemnikach ludz-
kich jest bardziej skomplikowana. Niektorzy autorzy donoszg konsek-
wentnie o obecnosci antygenow HLA [7, 23, 26, 27, 42, 43], wobec braku
jednoznacznego potwierdzenia z innych o$rodkéw zajmujacych sie tym
problemem [3, 73, 75], Ostatnie wyniki wskazujg raczej na brak ekspresji
antygendbw HLA na komérkach spermatogenezy cztowieka [5 70, 72].
W zwigzku z tym doniesienia ¢ obecnosci tych antygenéw na plemni-
kach ejakulatowych powinny byé bardzo ostroznie interpretowane. Brak
powtarzalnosci wynikéw w badaniach dotyczacych plemnikéw uzyska-
nych z réznych ejakulatow tego samego osobnika dowodzi raczej mozli-
wosci biernej adsorpcji antygenéw HLA w trakcie dojrzewania lub
wedrowki plemnikéw w drogach wyprowadzajgcych meskich. Pozytyw-
ne wyniki, uzyskane na niedojrzatych komoérkach rozrodczych od nie-
ptodnych osobnikow (azoospermia), dowodza raczej nieprawidtowego
procesu roéznicowania spermatogenezy [73].

Podobnie interpretuje sie wyniki dotyczace ekspresji antygenéw
grupowych ABO krwi na plemnikach ludzkich. Zwieksza sie mozliwos¢
adsorpcji przez plemniki antygenéw A i B, obecnych w ptynie nasien-
nym u osobnikéw wydzielajacych te antygeny, do ptynéw ustrojowych.
Jak dotad nie udowodniono obecnosci antygenow grupowych krwi jako
natywnych sktadnikow btony komorkowej plemnika [50].



BADANIE ANTYGENOW UKLADU ROZRODCZEGO 271

2. DOZOR IMMUNOLOGICZNY USTROJU A ANTYGENY
KOMOREK ROZRODCZYCH

21. TOLERANCJA IMMUNOLOGICZNA WOBEC ANTYGENOW KOMOREK ROZRODCZYCH

Ocenia sig, ze sposrod potencjalnej liczby roznicujacych sie komo-
rek spermatogenezy tylko 20% catkowitej liczby plemnikéw opuszcza
jadro, a pozostate oraz cytoplazma resztkowa (pozostato$¢ po cytoplaz-
mie spermatyd, zawierajgca takze autoantygeny plemnikowe) s resor-
bowane przez nabtonek plemnikotwérczy [64, 65]. W zwiazku z tym
musi istnie¢ skuteczny mechanizm zapobiegajacy reakcji immunologicz-
nej przeciwko znacznej iloSci autoantygenowych produktow resztko-
wych spermatogenezy. Funkcje prewencyjng w tym przypadku zapew-
nia bariera krew-jadro, ktérej nieodzowng skiadowg stanowig komorki
podporowe. Komorki te, majace udziat w tworzeniu bariery krew-jadro,
majg ponadto wilasciwosci fagocytozy i degradacji plemnikéw czy cyto-
plazmy resztkowej, jak réwniez wydzielajg biatka, ktére prawdopodob-
nie majg whasciwosci immunoregulacyjne [122].

Aczkolwiek naczynia krwiono$ne wilosowate jadra nie maja budowy
okienkowej, to jednak zachodzi przez nie aktywny transport immuno-
globuliny G. Miedzy kanalikami nasiennymi lezg liczne naczynia krwio-
no$ne, komorki srédmigzszowe jadra (Leydiga), makrofagi, komorki tucz-
ne i plazmatyczne. Stosunek komorek $r6dmigzszowych do makrofagow
wyptukiwanych z tkanki jadra drogg perfuzji wynosi 4 :1 Krgzace lim-
focyty osiggajg tkanke S$rdédmigzszowa jadra przechodzac nastepnie do
lokalnej sieci limfatycznej, skad przeciwciata oraz kragzace limfocyty
z tatwoscig moga przechodzi¢ do tkanki $rédmigzszowej jadra [128].

Stwierdzono znaczne ilosci biatek w osoczu krwi oraz limfy jadra,
natomiast bardzo niskie stezenia biatek w tzw. ptynie sieci jadra. Ka-
naliki plemnikotwércze u wiekszosci gatunkéw otoczone sg miofibro-
blastami tworzacymi bione graniczng. Komorki te stuzg jako czesciowa
bariera dla duzych czasteczek u szczura i $Swinki morskiej, ale nie u na-
czelnych. U szczura w ponad 80% komdrek mioidalnych wystepujg ob-
waodkowe potaczenia miedzykomoérkowe, ktére tworza pewnego rodzaju
bariere dla duzych czasteczek, co stwierdzano badajac przepuszczalnosé
dla lantanu. Warstwa komoérek mioidalnych u $winki morskiej stanowi
réwniez bariere dla duzych czasteczek (np. koloidowy wegiel lub dwu-
tlenek toru), pozostajgc przepuszczalna dla matych czgsteczek (np. fer-
rytyna). Przeciwciata klasy 1gG, skierowane przeciwko antygenom bto-
ny podstawnej, wigzg sie z blong podstawng otaczajacg sie¢ jadra,
gdzie brak jest komdrek mioidalnych, natomiast nie wigzg sie z bitong
podstawng otaczajgcg kanaliki nasieniotwércze [128].

Najbardziej szczelng cze$¢ bariery miedzy krwig a Swiattem kanali-
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kéw nasieniotworczych tworzg komérki podporowe dzigki licznym wy-
pustkom #gczacym poszczegélne komorki. Dym i Fawcett [19] podzielili
$ciane kanalika na dwa przedziaty:

1) przypodstawny, zawierajagcy spermatogonie i preleptotenowe sper-
matocyty

2) przysrodkowy, zawierajacy bardziej dojrzate postacie komérek roz-
rodczych (oddzielone wypustkami komorek podporowych).

Kiedy migrujace spermatocyty przechodza do przestrzeni przysrod-
kowej, komorki podporowe tworzag miedzy sobg natychmiast nowe po-
taczenia, zanim jeszcze dojdzie do catkowitego zanikniecia poprzednich.
W ten sposob wszystkie stadia komodrkowe spermatogenezy, za wyjat-
kiem spermatogonii i preleptotenowych spermatocytow, oddzielone sg
od przestrzeni sr6dmigzszowej. Komorki podporowe tworzg specjalne po-
taczenia miedzykomorkowe, tzw. wyspecjalizowane potgczenia komplek-
sowe (tight junctions), sktadajgce sie z wielu matych zilgczy podobnych
do desmosomoéw, utozonych w szereg. Btony komoérkowe w obrebie
ztgcza sg bardzo zblizone do siebie, a waska przestrzen miedzy nimi
wypetniona jest substancja sklejajacq. Bariera sieci jadra (nie majaca
komorek podporowych) jest znacznie bardziej przepuszczalna dla bia-
tek surowicy (w tym takze IgG) niz bariera na poziomie kanalikdw na-
sieniotwdrczych. Stosujagc surowice zawierajagcg przeciwciata przeciw
plemnikom $winki morskiej, wykazano w sieci jadra wigzanie 1gG do
akrosomu plemnika, natomiast catkowity brak wigzania 1gG do plem-
nikobw znajdujgcych sie w kanaliku nasieniotwérczym [128].

Sugeruje sie ponadto, ze fizjologiczny ,przeciek” antygenéw komo-
rek rozrodczych moze wzbudzi¢ stan fizjologicznej tolerancji organizmu
[127]. Jednocze$nie komorki cyklu spermatogenezy (gtownie spermato-
cyty i spermatydy) moga mie¢ wiasciwosci supresyjne w stosunku do
limfocytéw, albo aktywuja limfocyty supresorowe [57, 74]. Obecnie jed-
nak zasadnicza role supresyjng przypisuje sie komorkom $r6dmigzszo-
wym [12], ktore wyraZznie hamujg reaktywno$¢ immunologiczng limfo-
cytow we wszystkich mozliwych uktadach hodowlanych. Komérki $réd-
migzszowe majg ponadto zdolno$¢ selektywnego wigzania limfocytow
oraz majg na swej powierzchni antygeny zgodnosci tkankowej [5]. Zdol-
no$¢ wigzania limfocytow i towarzyszace temu zjawisku hamowanie
reaktywnos$ci immunologicznej in situ odgrywajag wazng role w obser-
wowanych u chtopcéw nawrotach ostrej biataczki limfoblastycznej [115,
140], u ktoérych jadro stanowi rezerwuar komdrek biataczkowych (jako
miejsce uprzywilejowane immunologicznie). Z czynnikéw dodatkowych
nalezy wspomnie¢ o hamujacym wpiywie hormondéw jadra na reaktyw-
no$¢ immunologiczng [106, 113, 139], zwiaszcza modulujagcy wptyw testo-
steronu [48] oraz prostaglandyn wydzielanych przez komdrki $srédmiagz-



BADANIE ANTYGENOW UKLADU ROZRODCZEGO 273

szowe. Zatem autoimmunizacja skierowana przeciwko antygenom Kko-
morek rozrodczych moze wystgpi¢ tylko w takim przypadku, w ktérym
dochodzi do rozlegtej resorpcji tych antygenéw w organizmie (uraz jad-
ra, stany zapalne) lub dochodzi do ,przecieku” catych komérek (prze-
ciecie lub podwigzanie nasieniowoddéw). Swoiste zaburzenia autoregu-
lacyjnego mechanizmu immunologicznego obserwuje sie w pewnej od-
mianie psoéw gonczych, u ktérych wystepuje spontanicznie lub towa-
rzyszace limfocytowemu zapaleniu tarczycy genetycznie uwarunkowane
zapalenie jadra [30]. Réwniez u szczuré6w rasy Lewis, usuniecie grasicy
prowadzi do autoimmunologicznego zapalenia jadra oraz syntezy prze-
ciwciat przeciw plemnikom [77].

2.2. TOLERANCJA ANTYGENOW MESKICH KOMOREK ROZRODCZYCH
PRZEZ OSOBNIKOW PtCI ZENSKIEJ

Los plemnik6éw u samic jest rézny u réznych gatunkéw. U czlowie-
ka wiekszo$¢ plemnikow ejakulatowych wyplywa z pochwy i tylko mata
ich cze$¢ dociera do macicy. Tu z kolei sg one usuwane przez makrofagi
i granulocyty obojetnochtonne. Plemniki moga réwniez penetrowac inne
komorki, np. metaplastyczny nabtonek szyjki. Niejasne jest, czy fago-
cytoza dotyczy tylko martwych plemnikéw. Sztucznej inseminacji do
celéw koncepcyjnych u kobiet mozna dokona¢ nawet 6 dni przed owu-
lacjg, co dowodzi, ze zywe plemniki moga przebywaé¢ w zenskich dro-
gach rozrodczych przez stosunkowo diugi okres.

Przyczyna, dla ktérej fagocytoza plemnikéw nie prowadzi do za-
inicjowania odpowiedzi immunologicznej, nie jest znana. Jedng z mo-
zliwosci jest fakt, ze dawka antygenu jest mata, dzieki czemu normalna
odpowiedz immunologiczna nie moze by¢ inicjowana, a przeciwnie, do-
chodzi do stanu tolerancji immunologicznej. U myszy odpowiedz typu
komoérkowego na plemniki, oceniana w teScie adherencji leukocytéw
oraz hamowania migracji, nie byta mierzalna u zwierzat dziewiczych,
natomiast pozytywne wyniki uzyskano po skojarzeniu zwierzgt [112].
U kobiet uzyskano w analogicznych testach réwniez wyniki negatywne,
zanim podjety one zycie piciowe. Po podjeciu zycia piciowego 6 na 7 ba-
danych, bezdzietnych kobiet wyniki byty pozytywne. Wyniki pozytywne
uzyskano takze u kobiet wielodzietnych. Wykazano réwniez inne mecha-
nizmy utrzymujgce stan tolerancji immunologicznej w zeniskich dro-
gach rozrodczych, jak np. zewnetrzny ptaszcz antygenowy plemnikéw
(np. optaszczenie plemnikéw laktoferryng moze zapobiega¢ rozpoznawa-
niu antygenéw plemnika) [11]. Niektére dane dowodza, ze enzymy
zawarte w plazmie nasiennej [82, 93] wptywaja na obnizanie immuno-
gennosci antygenow powierzchniowych plemnika. Skiadniki pitynu na-
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siennego moga takze hamowaé stymulacje limfocytéw przez mitogeny
[79] lub wigzaé sie do receptoréw dla erytrocytow barana na limfocy-
tach T, uniemozliwiajgc tworzenie rozetek [80]. Ponadto dodawane do
testdw funkcjonalnych in vitro hamujg aktywno$¢ wiekszosci typow
komérek, biorgcych udziat w odpowiedzi immunologicznej, tj. limfocy-
tow T [78], limfocytow B [6, 78], komdérek NK (NK — natural Killer,
komorki o naturalnej cytotoksycznosci) [32, 62, 111], makrofagow i leu-
kocytow wielojadrzastych [61, 108, 125]. Istnieje réwniez hipoteza ogra-
niczonej reaktywnos$ci naturalnych przeciwciat skierowanych przeciw
plemnikom, ktére miatyby utrzymywaé stan tolerancji na plemniki
u kobiety [47].
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ROLA KOMOREK SRODBLONKA PLUCNEGO W NIEODDECHOWEJ
FUNKCJI PLUC

ROLE OF PULMONARY ENDOTHELIAL CELLS IN NONRESPIRATORY
FUNCTIONS OF THE LUNGS

Krzysztof HELEW SKI, Janusz KONECKI, Grazyna KOWALCZYK

| Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii Slaskiej Akademii Medycznej
w Katowicach

Streszczenie. Przedstawiono funkcje komoérek s$rédbtonkowych, nie zwigzane bez-
posrednio z wymiang gazowa. Zwrdcono uwage na wysoka aktywno$¢ metaboliczng
Ssr6dbtonka naczyn ptucnych, biorgcego udziat zaréwno w rozktadzie, jak i w syn-
tezie pewnych grup prostaglandyn oraz innych prostanoidow, w metabolizmie
nukleotydéw adeninowych, niektérych amin biogennych, hormonéw i lekéw, a takze
w przeksztatcaniu bradykininy i angiotensyny I. Z komoérkami $rédbtonka ma
rowniez zwigzek plucny metabolizm lipidéw, a takze proces fibrynolizy oraz
krzepniecia krwi.

Summary. The article represents functions of the endothelial cells not related
directly with the gas exchange, the article calls attention to the high metabolic
activity of the endothelial blood vessels in the lungs that take part in inactivation
as well as synthesis of certain prostaglandine groups and other prostanoids,
metabolisis of adenine nucleotides, biogenic amins, hormones, drugs and also
in the transformation of bradykinin and angiotensin I. In connection with endo-
thelial cells is the lungs metabolism of lipids and the process of fibrynolisis and
blood coagulation.

WSTEP

Jedng z lepiej poznanych funkcji piuc jest wymiana tlenu i dwu-
tlenku wegla przez bariere powietrze—krew. Ptuca speiniajg takze wiele
funkcji nieoddechowych, a w ostatnich 20-25 latach znacznie rozsze-
rzono zakres wiedzy na ten temat. Opublikowanie badah donoszacych
o zidentyfikowaniu ponad 40 rodzajow komorek wchodzacych w skiad
ptuca [165] sugerowato réznorodno$¢ funkcji i aktywno$ci metabolicz-
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nych tych komdrek. Obecnie wiemy, ze piuco jest metabolicznie czyn-
nym narzadem anabolizujgcym i katabolizujagcym farmakologicznie czyn-
ne substancje przenoszone przez krew. Naczynioaktywne substancje,
takie jak: serotonina, bradykinina, angiotensyna |, noradrenalina czy
prostaglandyny E i F, sg inaktywowane podczas przejscia przez ptuca,
inne, jak histamina, adrenalina, prostaglandyny A, angiotensyna Il i IlI,
nie podlegajg przemianom [12, 147, 181]. Poza tym ptuco bierze udziat
w syntezie lipidow i protein, a takze spetnia funkcje obronng dla catego
organizmu [67, 70].

TABELA 1

Wptyw plucnego tozyska naczyniowego na biologicznie aktywne substancje krazace
we Krwi

A. Usuwane z krazenia ptucnego
Serotonina
Bradykinina
Noradrenalina
Nukleotydy adeninowe
Prostaglandyny E i F
Angiotensyna |
Hormony endogenne, takie jak: hormony sterydowe, insulina, glukagon, ga-
stryna
Leki, takie jak: methadon, morfina, chlorphenteramina, phenteramina, cyclizina,
diphenhydramina, chloropromazyna, fluphenazyna, oxprenolol, propranolol, desi-
pramina, imipramina
B. Uwalniane przez krazenie ptucne
Angiotensyna Il i Ill
Prostaglandyny, PGL i inne prostanoidy
Histamina
Kalikreina
Wczesniej zakumulowane leki i ich metabolity
C. Nie ulegajace przeksztatceniu w krgzeniu ptucnym
Adrenalina
Prostaglandyny A
Histamina
Angiotensyna Il i Il
Wazopresyna

Wiadomo réwniez, iz naczynia wlosowate pecherzykéw ptucnych
dziataja jak filtr, oczyszczajac krew z czastek powodujacych mikrozato-
ry. Ptuca uczestnicza w utrzymywaniu statego poziomu krgzacych leuko-
cytéw poprzez usuwanie z krwi czesci granulocytow, limfocytéw i mo-
nocytéw. Z megakariocytow zlokalizowanych w plucach powstaje 7-
17% trombocytéw organizmu.
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Do innych nieoddechowych funkcji ptuc mozna zaliczy¢: usuwanie
nadmiernej ilosci wody i ciepta, ekskreacje ciat rozpuszczonych przy
udziale dwutlenku wegla oraz wydalanie z wydychanym powietrzem
metabolitow krwi (lotnych w temperaturze 37°C), ktére po przejsciu
przez bariere powietrze—krew wchodza w obrebie pecherzykow w faze
gazowa [132]. Funkcje nieoddechowe ptuc bezposrednio i posrednio
wpltywajg na czynno$¢ oddechowg i odwrotnie. Typowym przyktadem
Scistego powigzania obu funkcji jest rola ptuc w regulacji rownowagi
kwasowo-zasadowej. Regulacja jest realizowana przez ptuco oraz nerki.
Narzady te wydalaja produkty przemiany materii, a w zaleznosci od
potrzeb wydalajg lub zatrzymujg jony wodorowe i zasady, co prowadzi
w efekcie do utrzymania stalego stezenia jonéw wodorowych (pH) w pty-
nach ustrojowych, a to z kolei jest jednym z gtéwnych warunkow pra-
widtowego przebiegu procesow biochemicznych w organizmie.

W niniejszej pracy zostanie przedstawiony udzial komérek $rédbton-
ka ptucnego tozyska naczyniowego w nieoddechowej funkcji ptuc.

KOMORKISRODBLONKA

Srédbtonek ptucnego tozyska naczyniowego (z wyjatkiem krazenia
oskrzelowego, gdzie $rodbtonek jest typu okienkowego) jest ciagty [164],
Komdrki endotelialne naczyn witosowatych przegrody miedzypecherzy-
kowej réznig sie od Srodbtonka tetnic i zyt ptucnych. W gtdwnym pniu
tetnicy ptucnej komorki Srodbtonka zawierajg liczne filamenty $rodko-
morkowe, dobrze rozwiniety system mikrotubul i maja liczne uwypuk-
lenia powierzchni, drobne wypustki palczaste, a czasem mikrokosmki
[78, 163]. Filamenty wewnatrzkomoérkowe wystepujg réwniez w $rod-
btonku tetniczek oskrzelowych, lecz nie sg tak wyrazne w komérkach
§rédbtonka naczyn wiosowatych ptuca. Filamenty sktadajg sie z biatek
kurczliwych — aktyny i miozyny [9, 75], obecnie uwaza sig, ze in
vitro komorki Srédbtonka w pewnych warunkach moga wykazywacd
witasciwosci kurczliwe [32, 36, 50, 65, 100]. Uwypuklenia powierzchni
endotelium sa rowniez bardziej wydatne w zytach i tetnicach niz w ka-
pilarach [196]. Charakterystycznymi cechami komorek $rédbtonka pluc-
nego jest ich mata grubos¢ (mniej niz 0,1 am w niektdrych miejscach),
mata liczba organeli, aktywno$¢ wydzielnicza lub duza aktywno$¢ me-
taboliczna oraz obecno$¢ licznych cytoplazmatycznych pecherzykéw
plazmolemalnych, ich form otwartych na powierzchni btony komorko-
wej oraz mniejszych od nich pecherzykéw pinocytarnych [78, 101, 155].

Dojrzate ptuca majg okoto 3+109 pecherzykow ptucnych, a kazdy
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Rye. 1 Fragment przegrody miedzypecherzykowej szczura. Komdrki $rodbtonka
naczynh wiosowatych: 1 — S$wiatlo pecherzyka piucnego, 2 — Swiatto naczynia
wiosowatego, 3 — jadro komérki pecherzykowej typu 1, 4 m strzatka wskazuje
punkt, gdzie waski rgbek cytoplazmy komérki typu | zaczyna otaczaé naczynie
wiosowate, 5 — jadro komorki, $rédbtonka naczynia witosowatego, 6 — zigcza
miedzy komdrkami S$rédbtonka, 7 — btona podstawna, 8 — widkna kalagenowe
w tkance #gcznej warstwy S$rédmigzszowej przegrody pecherzykowej, 9 — fibro-
blasty, 10 — bariera powietrze—krew (0,2-0,3 iim). ME 23000 X wg [132]

pecherzyk moze mie¢ 1090 lub wiecej naczyn witosowatych. Diugos¢ na-
czyn moze sie zmienia¢ w zaleznosci od gatunku, lecz $rednica jest sta-
ta i miesci sie w zakresie 8-15 “xm tozysko naczyn witosowatych, uto-
zone w linii prostej, moze rozcigga¢ sie na 2500 km lub wiecej, a 1 ml
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Ryc. 2. U go6ry po lewej i prawej stronie Swiatlo pecherzykdw ptucnych. Na dole

Swiatto naczynia wlosowatego otoczone komérkami $rédbtonka. Widoczne liczne

pecherzyki pinocytarne, z ktérych cze$¢ otwiera sie do S$wiatta naczynia (wedtug

Rogers A. W., Cells and Tissues. An Introduction to Histology and Cell Biology,

Academic Press, London, New York, Paris, San Diego, San Francisco, Sao Paulo,
Sydney, Tokyo, Toronto 1983)

krwi miesci sie w kapilarach diugosci 16 km [151, 159]. Jest to wiec
najwieksze tozysko naczyn wiosowatych ciala, a jego powierzchnia jest
okre$lana u cztowieka na 70 m2 [46], Opisane wiasnosci sprzyjaja wy-
mianie gazowej i sg takze korzystne dla wzajemnego oddziatywania ko-
morek $rédbtonka i nielotnych substancji rozpuszczonych we krwi [80].
Obecnie wiadomo, ze komorki $rédbtonka naczyn ptucnych sg jednymi
z najbardziej czynnych metabolicznie komorek piuca [12, 93, 108, 158,
184], Zwigzane jest to z ich strategicznym potozeniem w obrebie ukiadu
krgzenia, gdyz uwalniajg syntetyzowane produkty i metabolity bezpo-
$rednio do ogo6lnego krazenia tetniczego, jako ze krgzenie ptucne jest
jedynym systemem naczyniowym ciala, otrzymujacym krew catkowitej
pojemnosci minutowej serca [125], Tak wiec komorki te sg ostatnim
odcinkiem, w ktorym ulega okresleniu ostateczny skiad krwi tetniczej
[151, 160],

3 — PBK 4/87
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PROSTAGLANDYNY | INNE EIKOZANOIDY

Ptuca usuwajg z krwi prostaglandyny grup E i F oraz przeksztatca-
ja je w 15-keto-dwuwodoropochodne [79, 125, 141, 145], Prostaglandyny
grupy A nie sg usuwane w takim samym stopniu, bedagc mimo to sub-
stratami dla 15—OH dehydrogenazy — enzymu, ktéry wystepuje w du-
zej ilosci w homogentach ptuc. Ponad 90% PGEX PGE2 i PGF2a jest
inaktywowanych przez krazenie ptucne kota [44], natomiast PGAIi i PGA?2
pozostajg w duzym zakresie nie zmienione po przejsciu przez ptuca psa
[106], Bardzo podobne wyniki uzyskano, badajgc ptuca ludzkie [57, 66],
lecz nieco odmienne u $Swinki morskiej [127], co wskazuje na pewne rdz-
nice gatunkowe. Degradacja prostaglandyn E i F wymaga ich wniknie-
cia do komdrki [145] droga transportu aktywnego [39, 194], podczas gdy
prostaglandyny grupy A nie sg trasportowane, co moze ttumaczyé, dla-
czego PGAI i PGAo nie sg w wiekszym stopniu metabolizowane [11].
Ptuca mogg inaktywowa¢ za posrednictwem 15—OH dehydrogenezy
prostaglandynowej réwniez prostacykline PGI2 [40, 107]. Egzogenna
PGI2 jest w 14% metabolizowana przez perfundowane ptuca [192]. Inni
uwazajg jednak, ze prostacyklina PGI2 nie jest usuwana z krwi podczas
jej przejscia przez ptuca [8, 123, 185], co prawdopodobnie spowodowane
jest niskim powinowactwem PGI2 do systemu transportowego piuc [11,
69]. Komoérkowe i subkomorkowe miejsca transportu oraz lokalizacja
15—O0H dehydrogenazy nie sg sprecyzowane. Prawdopodobnie miejsca
wigzania prostaglandyn E i F znajduja sie blisko powierzchni luminalnej
ptucnych komdrek endotelialnych, a 15—OH dehydrogenaza moze nie
by¢ zwigzana z tymi komorkami [150].

Ptuca, poza degradacjg prostaglandyn majg réwniez zdolno$é ich syn-
tezy. lzolowane i perfundowane piuca w duzym stopniu przeksztatcajg
kwas arachidonowy w cykliczne nadtlenki prostaglandynowe (PGG2
i PGH2), stuzace jako zwiagzki posrednie do syntezy poszczegblnych pro-
stanoidéw [113]. Zdolno$¢ tkanki piucnej poszczeg6lnych gatunkéw do
uwalniania réznych prostanoidéw czy eikozanoidow jest dobrze udo-
kumentowana. Lista prostanoidow syntetyzowanych i uwalnianych
z ptuc, przedstawiona przez Anggarda i Samuelssona [7], a uzupetniona
przez Pipera i Vane’a [126, 128], staje sie coraz dtuzsza i zawiera: cyk-
liczne nadtlenki prostaglandyn (dawniej okreslane jako RCS — ,sub-
stancja kurczaca aorte krolika”), prostaglandyny E2 F2a, G2 H2 trom-
boksan A2 (TxA2 i B2 (TxB2, wolno reagujgcg substancje anafilaksji —
SRS-A (bedaca, jak juz wiadomo, serig leukotriendw, C4 D4 i E4) oraz
PGI2 [4, 25, 31, 59, 60, 64, 114, 122, 167, 172, 182, 183]. Dla uzupetnienia
tej listy dodaé nalezy r6zne metabolity prostanoidéw [40].



ROLA KOMOREK $RODBLONKA 289

Prostacyklina (PGI2, silnie dziatajacy prostanoid rozszerzajacy na-
czynia [173] i hamujacy agregacje ptytek [24, 110, 169], jest produko-
wana przez ptuca kilku gatunkoéw [58, 112], a takze przez ptuca cztowie-
ka [72], PGlo jest syntetyzowana i uwalniana z izolowanych ptuc [59,
61, 62, 68, 179], ze skrawkow ptuc [1] oraz réznych kultur tkankowych,
pochodzgcych z ptuc [130, 131]. Przyjmuje sie, ze in vivo PGI, jest uwal-
niana z komdrek endotelialnych, ktére wyscielaja ogromng powierzchnie
naczyn witosowatych ptuc [15, 60, 112, 166], Uwaza sie rédwniez, ze to
raczej komdarki $rodbtonka naczyniowego niz komorki miesni gtadkich
lub fibroblasty stanowig gtéwne Zrodto PGL> [73, 90, 105, 111, 115, 189],
cho¢ znaczne ilosci PGI2 sg takze produkowane przez komorki mezote-
lium wyscielajace optucng [74].

Liczne dane wskazujg zatem, ze to wiasnie komorki Srodbtonka ptuc-
nego sg gtdwnie odpowiedzialne za synteze prostaglandyn i substancji
pochodnych [83, 97, 116, 133, 157]. Obecne badania zmierzajg do okresle-
nia subkomodrkowej lokalizacji systemu cyklooksygenazy. Roth i Maje-
rus [136] droga badan biochemicznych wykazali, ze synteza prostaglan-
dynowa jest acetylowana przez aspiryne, a Rome, Lands, Roth i Maje-
rus [135] doniesli, ze dotyczy to jedynie formy enzymatycznie aktywnej.
Badania autoradiograficzne ptucnych komorek $rodbtonkowych inkubo-
wanych ze specyficznym inhibitorem syntetazy prostaglandynowej -(3H)
acetylosalicylanem wykazatly, ze srddblonkowa syntetaza prostaglandy-
nowa wystepuje w sieci endoplazmatycznej [151]. Aspiryna nie jest
jednak specyficznym czynnikiem acetylujgcym, poniewaz moze acety-
lowa¢ rowniez lizynowa reszte albumin i nukleoprotein [180, 186]. Mimo
to, we wspomnianych badaniach autoradiograficznych ponad 63% zna-
kowanej substancji byto zlokalizowane w sieci endoplazmatycznej, co
byto zgodne z biochemicznymi wynikami badan, $wiadczacymi, ze synte-
taza prostaglandynowa wystepuje we frakcji mikrosomowej [71]. Bada-
nia te wskazuja, ze komorki $rédbtonkowe ptuc majg zdolno$é syntezy
prostaglandyn i substancji pochodnych. Do tej pory nie wiadomo jednak,
czy zdolno$¢ ta majg takze inne rodzaje komorek ptucnych i jak wiele
réoznych typéw komoérek moze dostarczaé prostaglandyny i substancji
pochodnych do krwi zylnej ptuc [41].

NUKLEOTYDY ADENINOWE

Liczne badania dowiodty, ze ptuca biorg udziat w metabolizmie nu-
kleotydow adeninowych. Juz stosunkowo dawno wykazano, ze adeno-
zyno-5'-tréjfosforan (ATP) jest usuwany z krwi podczas przejscia przez
ptuca. Eksperymenty przy uzyciu znakowanych 3H, UC lub 3P ATP



290 K. HELEWSKI, J. KONECKI, G. KOWALCZYK

i 5-AMP unaocznity, iz sg one metabolizowane w ptucach perfundowa-
nych roztworem soli fizjologicznej przez enzymy zlokalizowane na po-
wierzchni komérek srodbtonkowych [141, 152, 162]. Potwierdzity to ba-
dania Dierterlego i wsp. [33] z komo6rkami $rédbtonka ptucnego w ho-
dowli. Autorzy ci demonstrowali takze wchianianie adenozyny — meta-
bolitu ATP przez komorki $rodbtonka, a zwigzek ten moze bra¢ udziat
w rozszerzaniu naczyn krwionos$nych [63], Bardzo podobne procesy me-
taboliczne zaobserwowano niedawno w przypadku ADP [26]. Meta-
bolizm nukleotydéw odbywa sie na drodze hydrolizy wigzan estrowo-
-fosforanowych, a w mniejszym stopniu dezaminacji. Procesy te nie
wymagajg wnikniecia substratu do komdrki, a zwigzane z nimi enzymy
nie sg wydzielane do S$wiatla naczyn. Badania w mikroskopie elektro-
nowym ptuc perfundowanych 5-AMP i Pb (N032 wykazaty ztogi fosfo-
ranu otowiu w pecherzykach pinocytarnych otwartych do $wiatta na-
czyn. Dane te wskazujg, ze nukleotydy sa hydrolizowane przez esteraze
fosforanowga, znajdujaca sie w cytoplazmatycznych pecherzykach plaz-
molemalnych lub pecherzykach pinocytarnych $rédbtonka [141]. Podobng
aktywnos$¢ enzymatyczng stwierdzono w pecherzykach pinocytarnych
srodbtonka serca i przepony [151]. W zwiazku z faktem, ze nukleotydy
adeninowe mogg by¢ uwalniane z mie$ni podczas wytezonej pracy lub
powstania rany miazdzonej [48], ptuca moga zapobiega¢ ich wejsciu do
og6lnego krazenia tetniczego.

AMINY BIOGENNE

Serotonina, zwigzek silnie kurczgcy naczynia krwionos$ne i powodu-
jacy agregacje ptytek, jest szybko usuwana z krwi podczas przeptywu
przez piuca wielu gatunkéw, w tym takze ptuca cztowieka [5, 27, 37, 47,
49, 174, 190]. Zjawisku temu towarzyszy pojawienie sie 5-hydroksyindo-
lowego kwasu octowego w piucnym odptywie zylnym. Stopien inakty-
wacji miesci sie w zakresie od 33 [30] do 98°/o [175] i zalezy od warun-
kow, w jakich przeprowadzano doswiadczenia, lecz wiekszos¢ badaczy
podaje stopien powyzej 50°/0. Usuwanie serotoniny przez ptuca obejmuje
transport dokomorkowy przez komorki $rédbtonka plucnego, wewnatrz-
komorkowy metabolizm oraz uwalnianie produktow metabolizmu. By¢
moze pierwsza wskazéwka co do losu serotoniny w ptucach pochodzita
z 1925 r. z badan Starlinga i Verney a [168], Dalsze badania za pomoca
technik autoradiograficznych wykazaty, ze komarki srodbtonka ptuc [171]
oraz komdrki $rodbtonka w hodowli [92] wychwytuja radioaktywnos$¢
pochodzacg z infuzji (3H) serotoniny. Podobne badania biochemiczne
udowodnity, ze wchtanianie (3H) serotoniny przez ptuca jest procesem
aktywnym i przebiega az do nasycenia. Jest to transport wymagajacy
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energii, zalezny od jonéw Na , zachodzacy za posrednictwem nosnika
i zwigzany z ATP-azg zalezng od jonow Na+ i KU [47, 170]. Absorpcja
jest hamowana przez imipramine, chloropromazyne, kokaine, wysokie
zewngtrzkomoérkowe stezenie jonow K+ i niskie zewngtrzkomoérkowe
stezenie jonow Na+ [19, 95] Metabolizm serotoniny zachodzi wewnatrz-
komérkowo [2]. Niedawno Smali i wsp. [161] udowodnili, ze hodowane
komarki srodbtonka (pochodzace z aorty wotu i ludzkiej zyly pepkowej)
metabolizujg serotoning do 5-hydroksyindolowego kwasu octowego. Tego
typu przemiany metaboliczne nie sg ograniczone tylko do endotelium,
lecz wystepujg takze w fibroblastach ludzkiego napletka [134]. Przy
uzyciu techniki fluorescencyjnej Hillarp-Falck wykazano, iz serotonina
jest wychwytywana in vivo przez komorki s$rédblonkowe, lecz juz po
minucie jest magazynowana przez $rddmigzszowe komorki tuczne [94].

Komorki $rédbtonka plucnego biorg réwniez udziat w przetwarzaniu
noradrenaliny w spos6b podobny do metabolizmu serotoniny. 20-40°/o0
noradrenaliny jest inaktywowane podczas jednorazowego przejscia przez
krgzenie ptucne [54-56, 82]. Badania autoradiograficzne ptuc perfundo-
wanych znakowang noradrenaling wykazujg akumulacje radioaktyw-
nosci w komdrkach s$rodbtonka [118]. Podobne wyniki uzyskano w ho-
dowli komorek S$rodbtonka plucnego [92]. Wchianianie noradrenaliny
jest hamowane przez kokaine, imipramine, guabaine, niskg temperature
i niskie stezenie jonéw Na+ w plynie zewnatrzkomérkowym [19, 151].
Chociaz wchianianie serotoniny i noradrenaliny przez komérki $rod-
btonka zachodzi za posrednictwem podobnego mechanizmu transportu,
to istniejg rézne farmakologicznie miejsca dokomoérkowego transportu
tych amin [84]. W rozny sposéb przebiega takze wewngtrzkomorkowy
metabolizm. Serotonina jest rozktadana przez oksydaze monoaminowa
(MAOQ) i dehydrogenaze aldehydowa, natomiast noradrenalina jest me-
tabolizowana przez komorki $rodblonkowe na drodze o-metylacji i dez-
aminacji za posrednictwem oksydazy monoaminowej i metylotransferazy
katecholowej [47].

Przetwarzanie amin biogennych w plucach, a najprawdopodobniej
w komérkach S$rodbtonka jest procesem wybidrczym. Serotonina jest
metabolizowana, histamina za$ nie i podobnie, noradrenalina jest, a adre-
nalina nie [181]. Endogenna histamina jest uwalniana z ptuc podczas
podawania tlenu [88].

LIPIDY | CHYLOMIKRONY

Komorki $rédbtonka pluc, podobnie jak gruczot sutkowy w okresie
laktacji, moga prawdopodobnie przetwarza¢ chylomikrony za pomoca
lipazy lipoproteinowej [151]. Wiekszo$¢ wchionietych w przewodzie po-
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karmowym lipidéw (ok. 95°/0) dostaje sie do krwi zyty gtéwnej gérnej,
a pierwszym narzadem, do ktorego trafiaja, sg ptuca. Wchianianiu lipi-
déow z przewodu pokarmowego towarzyszy wzrost zawarto$ci lipidéw
ptuc [96], Wystepowanie esterazy, prawdopodobnie hydrolazy estrow
glicerolowych wzdtuz powierzchni luminalnej endotelium piucnego [151],
moze mieé istotny zwigzek z metabolizmem lipidéw. Za miare aktyw-
nosci lipolitycznej ptuc mozna uzna¢ stezenie wolnych kwaséw thusz-
czowych we krwi przed przejsciem i po przejSciu przez narzad. Badania
poréwnawcze stezenia wolnych kwasow tluszczowych we krwi pobra-
nej z prawej komory i aorty 20 pacjentow wykazaty, iz zawarto$¢ ich
zwieksza sie we krwi po przejsciu przez ptuca [109]. Moze to Swiadczyé
o aktywnoSci lipolitycznej ptuc.

KININY I ANGIOTENSYNY

Od roku 1967 wiadomo, ze ptuca mogg wybiérczo przeksztatca¢ na-
czynioaktywne hormony polipeptydowe krazace we krwi. Ferreira i Vane
[45], a nastepnie inni [3, 137] wykazali, ze bradykinina jest w znacznym
stopniu eliminowana podczas przejscia przez ptucne tozysko naczyniowe,
natomiast angiotensyna Il nie jest inaktywowana w czasie przejscia
przez ptuca. Badania nad angiotensyng | wykazaty, ze odprowadzenie
zylne pluc perfundowanych angiotensyng | zawiera wieksza aktywnos¢
angiotensyny niz wskazywataby na to ilo$¢ angiotensyny | uzytej do
perfuzji [117]. Swiadczytoby to o przeksztatcaniu sie angiotensyny |
w angiotensyne Il podczas przejscia przez pluca. Przypuszczenia te po-
twierdzono badaniami Ryana i wsp. [139].

Pierwsza informacja o roli komédrek srodbtonkowych w wybidrczym
przeksztatcaniu hormonéw i prohormonéw pochodzi z badarin znakowa-
nej bradykininy w izolowanych i perfundowanych ptucach [137].. Pod-
czas jednokrotnego przejscia bradykininy przez piucne tozysko naczy-
niowe ulega hydrolizie co najmniej pie¢ z jej o$Smiu wigzan peptydo-
wych [21, 138]. Jednakze radioaktywno$¢ nie jest pochtaniana przez
komorki $rodbtonka, a jest odzyskiwana w tej samej ilosci w odprowa-
dzeniu zylnym ptuca. Enzymy hydrolizujace wiazania peptydowe nie sg
uwalniane przez ptuca, enzymy za$ krwi nie biorg udzialu w hydrolizie
bradykininy. Kinetyka metabolizmu bradykininy przez ptuca jest iden-
tyczna z kinetyka przemian nukleotydéw adeninowych, ktére sg meta-
bolizowane przez enzymy na luminalnej powierzchni komorek $réd-
btonka ptuc [138, 141, 142, 156].

Podobne wyniki uzyskano w czasie badan znakowanej angiotensyny |.
Ng i Vane [117] wykazali, ze 40-50% angiotensyny | uzytej do perfuzji
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byto w czasie 10 s przeksztatcane w angiotensyne Il. Angiotensyna |
pod wpltywem enzymu konwertujgcego odszczepia dwupeptyd His-Leu
i daje angiotensyne Il, a takze moze metabolizowa¢ w kierunku innych
polipeptydéw [42, 139J. W procesach tych nie biorg udziatu enzymy
krwi, radioaktywno$¢ za$ nie jest pochianiana przez pituca, a jest pol
nownie uwidaczniana w odprowadzeniu zylnym [43, 143].

Homogenaty catego ptuca rozkiladajg angiotensyne 1 i bradykinine
na wolne aminokwasy. Produkty tego typu nie sg uzyskiwane w ptucach
nienaruszonych. Podobnie homogenaty ptuc metabolizujg angiotensyne I,
ktéra nie podlega przemianom w piucach nienaruszonych [76]. Jest
rzeczg oczywista, ze nie wszystkie peptydazy i proteazy nienaruszonych
ptuc majg dostep do substancji krazacych we krwi, takich jak kininy
i angiotensyny. Na podstawie tych wynikéw mozna zatozyé, ze brady-
kinina i angiotensyna | sg metabolizowane przez *enzymy na/lub blisko
powierzchni luminalnej ptucnych komdrek endotelialnych [139, 140, 143],

Obecnie wiadomo, ze ptucny enzym konwertujgcy angiotensyne (Ki-
ninaza 1) moze dziataC zar6wno na bradykinine, jak i na angiotensyne |
[34], Zgodnie z nazwg, enzym ten przeksztatca angiotensyne | w angio-
tensyne I1l. Dziata on jak karboksypeptydaza dwupeptydylowa o matej
specyficznosci [23, 35, 177, 193]. W rzeczywistoSci preferowanym sub-
stratem dla enzymu jest bradykinina, gdyz przeksztatcanie angioten-
syny | w angiotensyne Il mozna tatwo hamowaé przez dodawanie sto-
sunkowo niskich stezen bradykininy [23, 34]. Do tej pory nie wiadomo
jednak, czy istnieje fizjologiczne wspétzawodnictwo miedzy bradykining
a angiotensyng | w stosunku do enzymu konwertujgcego angiotensyne.

Ryc. 3. Schemat ilustrujacy dziatanie piucnego enzymu konwertujgcego
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Enzym ten po raz pierwszy zostal oczyszczony z ptuca Swini w 1972,
Od tego czasu enzym konwertujgcy angiotensyne oczyszczono takze
z nerki Swini, ptuca ludzkiego [121], ptuca szczura [99], ptuca krdlika
[16, 28, 29] i osocza krwi ludzkiej [16]. Dalszych danych dostarczyty
badania immunocytochemiczne i immunofluorescencyjne z zastosowa-
niem przeciwciat dla enzymu konwertujgcego [146, 148, 149, 153]. Wy-
kazano, ze z przeciwciatami skierowanymi przeciw temu enzymowi
reagowaty komorki $rédbtonka duzych tetnic, zyt i naczyh wiosowatych.
Wystepowanie enzymu nie jest ograniczone do endotelium ptucnego [154].
Wykryto go takze w komoérkach $rédbtonka aorty [144, 152] oraz w na-
czyniach witosowatych trzustki, nadnerczy, watroby i nerki [18]. Ponadto
enzym ten mozna znalezé w polaczeniu z rabkiem szczoteczkowym
czesci proksymalnej nefronu oraz w komérkach $réddbtonka ludzkiej zyty
pepkowej [77, 187, 188]. Przeciwciata dla enzymu konwertujacego angio-
tensyne wigzg sie w plucu wylgcznie z komorkami Srodbtonka. Badania
hodowli komdrek miesnia gtadkiego z gtéwnego pnia tetnicy phucnej
oraz komérek pecherzykowych typu Il nie wykazaty aktywnos$ci enzymu
konwertujagcego angiotensyne [22, 152],

Rozmieszczenie enzymu konwertujgcego na powierzchni luminalnej
$rédbtonka ptuc prawdopodobnie ma zwiazek z homeostazg cisnienia
krwi. Tak wiec enzym inaktywujgcy bradykinine i tworzgcy angioten-
syne |l jest stale przemywany przez krew, przenoszaca produkty jego
reakcji do ogolnoustrojowej krwi tetniczej. Jak wykazano tu, enzym
konwertujagcy angiotensyne wprawdzie wystepuje nie tylko w ptucach,
lecz w ptucnym tozysku naczyniowym, nie nastepuje inaktywacja angio-
tensyny Il i dlatego ptuca sg jedynym narzgdem produkujgcym angio-
tensyne Il na eksport.

Najnowsze dane sugeruja, ze ptuca moga tworzyé jeszcze inng aktyw-
ng substancje uktadu renina-angiotensyna. Jednym z pitucnych meta-
bolitow angiotensyny | jest des-Asp”™angiotensyna | [139], ktéra moze
by¢ przeksztatcana przez enzym konwertujacy w angiotensyne 111 (des-
-Asp'-angiotensyna Il) [23, 177], W rzeczywistosci des-Asp”angiotensy-
na | ma wieksze powinowactwo do enzymu konwertujgcego angioten-
syne niz sama angiotensyna | [23]. Na tej podstawie mozna wnioskowac,
ze gdy enzym konwertujagcy wystepuje w ograniczonej ilosci, a angio-
tensyna | i des-Asp”angiotensyna | sa w jednakowych stezeniach, to
tworzona jest gtownie angiotensyna IIl. Jest ona bardziej aktywna od
angiotensyny Il w procesie pobudzania warstwy kiebuszkowej kory nad-
nerczy do uwalniania aldosteronu, lecz mniej aktywna w zwezaniu na-
czyn [13]. Tak wiec piuca moga dostarcza¢ czynnikow humoralnych,
wptywajacych na objeto$¢ krwi i na napiecie naczyn.
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INNE HORMONY

Inne endogenne hormony nie byly tak doktadnie badane, lecz wyka-
zano wzajemne przeksztatcenia miedzy kortyzolem i kortyzonem w kra-
zeniu ptucnym plodowych [14, 52] oraz dojrzatych ptuc zwierzat [14,
119]. Ludzkie ptuca ptodéw rozkiladajg testosteron [10], natomiast meta-
bolizm insuliny i glukagonu zachodzi w ptucnym Kkrazeniu psa [51].
Ponadto wykazano inaktywacje gastryny w ptucach [98].

LEKI

Liczne leki o duzym znaczeniu terapeutycznym sg usuwane przez
krazenie ptucne. Sg to m.in.: amfetamina, methadon, morfina, chlor-
phenteramina, phenteramina, cyclizina, diphenhydramina, chloroproma-
zyna, fluphenazyna, oksprenolol, propranolol, desipramina, czy imipra-
mina [124, 125]. W wiekszosci sa to zasadowe aminy o pK wiekszym
niz 8, a wielko$s¢ akumulacji w piucach wydaje sie zaleze¢ od okreslo-
nych wiasciwosci chemicznych [120, 129], Doktadne komorkowe miejsca
wychwytywania lekéw nie sg znane, lecz szczeg6towe badania imipra-
miny [6, 38, 91], methadonu [191] oraz innych lekow wskazujg, ze aku-
mulacja jest zalezna od stopnia nasycenia sktadnikéw leku.

FIBRYNOLIZA | KRZEPNIECIE KRWI

Badania Todda [176] wykazatly, ze komdrki $rodbtonka tetnicy ptuc-
nej zyt i naczyn wilosowatych zawierajg czynnik inicjujgcy fibrynolize.
Czynnik ten, prawdopodobnie aktywator plazminogenu, wystepuje w du-
zej ilosci w naczyniach krwiono$nych ptuc, serca i mézgu [17, 103, 104].
Przeksztalcanie plazminogenu w plazmine zachodzi rowniez w hodowli
komdrek Srédbtonka zyty gtéwnej gornej [104],

Zapoczatkowanie procesu krzepniecia krwi jest mozliwe dzieki enzy-
mom zwigzanym z frakcjag mikrosomow ptuca. Badania przy uzyciu
przeciwciat potaczonych z peroksydaza i skierowanych przeciw czynni-
kowi tkankowemu (tromboplastynie) ptuca wotu wskazaty, ze antygen
jest zlokalizowany w btonach plazmatycznych kilku réznych typow ko-
morek, m.in. w komérkach srédbtonka tetnicy ptucnej i jej naczyn [195].
Czynnik tkankowy ma aktywno$¢ peptydazy i hydrolizuje angiotensy-
ne |, angiotensyne Il, bradykinine, Lys-bradykinine, Met-Lys-bradyki-
nine i substancje P. Na tej podstawie sadzono, ze komdrki srodbtonka
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ptuc moga uczestniczy¢ w degradacji wymienionych tu substancji. Jed-
nakze angiotensyna Il i substancja P nie sg hydrolizowane podczas
przejscia przez ptucne tozysko naczyniowe, a wiec rola tromboplastyny
w przeksztatcaniu krazacych hormonéw polipeptydowych nie jest jesz-
cze w petni wyjasniona [102],

W komorkach srédbtonka zyty pepkowej znaleziono antygen podobny
do czynnika VIII, jednak bez aktywnosci prokoagulacyjnej [85, 86]. Po-
dobny antygen zlokalizowano w komérkach $rédbtonka naczyn w innych
tkankach [20, 53, 81, 87, 89, 178], Jednakze nie badano dotychczas zawar-
tosci czynnika VIII w srédbtonku ptucnego tozyska naczyniowego.
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CZYNNIKI KONDENSACJI CHROMATYNY W CYKLU ZYCIOWYM
KOMOREK EUKARIOTYCZNYCH

CHROMATIN CONDENSATION FACTORS IN THE LIFE CYCLE
OF EUKARYOTIC CELLS

Marek MALESZEWSKI

Zaktad Embriologii, Instytut Zoologii UW, Warszawa

Streszczenie. Przedstawiono eksperymenty badajgce czynniki, ktore kontroluja kon-
densacje i dekondensacje chromatyny w cyklu komérkowym. Rezultaty tych do-
Swiadczen wskazujag na obecno$¢ w komoérkach, bedagcych w mitozie lub mejozie,
aktywnych czynnikéw biatkowych, ktére po wprowadzeniu ich do komérki inter-
fazowej droga fuzji lub mikroiniekcji sa zdolne wywotywaé jej przejscie do
fazy M.

Wykazano takze, ze aktywnos$é czynnikéw kondensacji jest inaktywowana przez
inne czynniki biatkowe, obecne w komodrkach bedacych w fazie GI. Stwierdzono,
ze fosforylacja i defosforylacja biatek odgrywa kluczowg role w regulacji kon-
densacji i dekondensacji chromosomoéw.

Summary. Experiments on the factors controlling chromatin condensation and
decondensation during the cell cycle are presented. These studies have shown that
active protein factors are present in mitotic and meiotic cells, and that after cell
fusion or microinjection these proteins can induce transition from interphase to
M-phase.

It has been also shown that the activity of condensation factors is inactivated
by other protein factors present in cell during the Gl period. Furthermore, these
studies have revealed that protein phosphorylation plays a pivotal role in the
regulation of condensation and decondensation of chromosomes.

1. WSTEP

W cyklu zyciowym komorek eukariotycznych wystepujg dwa zja-
wiska decydujgce o jego podziale na fazy S i M. Sg to: replikacja DNA
(faza S), dzieki ktorej zachodzi powielenie informacji gentycznej zawar-
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tej w jadrze komérkowym, i mitoza (faza M), proces, ktory sprawia,
iz powielony w czasie replikacji DNA jest prawidlowo rozdzielany mie-
dzy jadra komorek potomnych tak, ze sg one pod wzgledem ilosci i ja-
koSci materiatu genetycznego identyczne z jagdrem komorki wyjsciowej.
W przewazajacej wiekszosci typéw komoérek miedzy tymi dwoma klu-
czowymi wydarzeniami zachodzg okresy przerwy: pierwsza po podziale
(faza Gl), druga po fazie syntezy (faza G2).

Od roku 1953, w ktorym dokonano podziatu cyklu komdérkowego na
fazy GI, S, G2 i M [23], nasza wiedza na ten temat znacznie si¢ roz-
szerzyta. Wiele juz mozna powiedzie¢ o procesach zachodzacych w jadrze
komorkowym w trakcie interfazy i mitozy, jednak w wigkszosci stabo
zbadane pozostajg mechanizmy regulujgce, ktdre warunkujg prawidtowy
przebieg cyklu komérkowego. ROwniez sam proces mitozy, kluczowy
dla ekwiwalentnego podziatu materiatu genetycznego miedzy komorki
potomne, cho¢ dobrze opisany pod katem zjawisk zachodzacych w jego
trakcie, jest mato poznany, gdy chodzi o mechanizmy dzialajagce na po-
ziomie molekularnym i kontrolujgce jego przebieg.

Zjawiskiem, ktore wydaje sie najbardziej spektakularne w trakcie
przechodzenia komorki przez fazy cyklu zyciowego, jest kondensacja
chromatyny, ktéra na poziomie dostepnym obserwacji w mikroskopie
optycznym widoczna jest jako przejscie od interfazowego jadra komor-
kowego do chromosomdw metafazowych. Na poziomie molekularnym wy-
raza sie ona przechodzeniem od 10 nm widkna nukleosomowego, two-
rzacego 30 nm solenoid — struktura chromatyny interfazowej [12] —
przez coraz wyzsze stadia upakowania, ktérego najwyzszy poziom stano-
wiag chromosomy metafazowe. W 1963 r. Mazia zaproponowat model
cyklu kondensacji chromatyny [29], zgodnie z ktérym dekondensacja
chromosomoéw zaczyna sie w telofazie podziatlu mitotycznego. Proces
ten jest kontynuowany w trakcie fazy GI, by w fazie S, w czasie repli-
kacji DNA, osiggna¢ najwyzszy poziom zdekondensowania witokien chro-
matyny. Nastepnie zachodzi stopniowa kondensacja, ktorej kulminacje
stanowig chromosomy metafazowe. Model ten potwierdzajg wyniki badan
prowadzonych za pomoca r6znych metod [20, 31, 32, 38, 39, 47, 48].
Zjawisko przedwczesnej kondensacji chromatyny (PCC) w wyniku fuzji
komdrki mitotycznej z interfazowa [25] dostarczyto bezposrednich do-
wodéw na istnienie zaleznosci organizacji chromatyny (stopnia jej kon-
densacji) od fazy cyklu komoérkowego nie tylko w czasie przejscia
G2-M, ale takze i w trakcie interfazy [3, 17, 21, 42, 44] (ryc.). Dlatego
tez czynniki kontrolujgce poziom kondensacji chromatyny sg istotnym
fragmentem uktadu, ktéry zapewnia prawidtowa regulacje cyklu ko-
maérkowego.

Przeglad ten koncentrowac sie bedzie na prezentacji wynikow prac
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Ryc. Obraz z mikroskopu optycznego przedwczesnej kondensacji chromatyny jader
komérek z réznych faz cyklu zyciowego. PCC wywotano fuzja z komérkg mito-
tyczng: A — wczesna faza Gl; B — po6zna faza Gl; C — weczesna faza S; D — $rod-
kowa faza S; E — po6zna faza S; F — faza G2; ciemno wybarwione, zlokalizowane
po lewej stronie kazdej fotografii chromosomy metafazowe pochodzg z komérki
mitotycznej, ktérej uzyto do indukcji PCC; kreska — 5 |[xm [17]



310 M. MALESZEWSKI

zmierzajagcych do charakterystyki tych czynnikéw. Informacje, jakie na
ten temat udalo sie dotychczas zgromadzi¢, uzyskano dzieki ekspery-
mentom wykorzystujgcym trzy podstawowe metody: fuzje komorkowe,
mikroiniekcje i eksperymenty, w ktdrych zjawiska zwigzane z przejs-
ciem komdrki do fazy M badane sg in vitro w uktadach bezkomérko-
wych.

2. BADANIA WYKORZYSTUJACE FUZJE KOMORKOWE

W badaniach tych wykorzystano zjawisko polegajagce na fuzji ko-
morek pod wpltywem inaktywowanego wirusa Sendai, glikolu polietyle-
nowego lub pola elektrycznego. Punktem wyjscia byto odkrycie wspom-
nianego juz zjawiska przedwczesnej kondensacji chromatyny (PCC),
ktéra zachodzi w komérce interfazowej poddanej fuzji z komérkg mito-
tyczng [25]. Na podstawie tej obserwacji przeprowadzono wiele ekspery-
mentdw wyjasniajacych oddziatywanie jadrowo cytoplazmatyczne w hy-
brydach uzyskanych w wyniku fuzji komérek roéznych typoéw. Szczegd-
towy przeglad tych doswiadczen jest zawarty w pracy Rao [40] i wy-
kracza poza ramy tej pracy. Omowione zostang jednak te, ktére wnoszg
zasadniczy wktad do wiedzy na temat mechanizmdéw kontrolujacych kon-
densacje chromatyny.

Gdy komoérki mitotyczne wyznakowane juz w fazie G2 za pomoca
3H tryptofanu i leucyny poddano fuzji z niewyznakowanymi komérkami
interfazowymi (synteza biatlek w trakcie fuzji byla zahamowana za po-
mocg cykloheksimidu), autoradiogramy uzyskanych hybryd wyraznie
wskazywatly na migracje wyznakowanych biatek z komérki mitotycznej
do chromatyny, ktora ulegta przedwczesnej kondensacji [43]. Rezultaty
te wskazujg, ze w komoérce mitotycznej wystepuja czynniki biatkowe,
ktére po przemieszczeniu sie do komorki interfazowej wigzg sie z chro-
matyng i indukujg jej kondensacje.

Na to, ze biatka cytoplazmatyczne odpowiedzialne sg za regulacje
kondensacji chromatyny wskazujg takze wyniki doSwiadczen polegaja-
cych na fuzji komoérek mterfazowych z komdrkami mitotycznymi, ktore
w czasie przejscia z fazy G2 do mitozy hodowane byty w obecnosci
inhibitoréw syntezy biatka [28]. W hybrydach takich nie obserwowano
przedwczesnej kondensacji chromatyny jadra komorki interfazowej, co
wskazuje na to, ze wsrod biatek syntetyzowanych przez komdrke sg tez
czynniki kondensacji chromatyny.

W eksperymentach polegajacych na fuzjach komdrkowych jako daw-
cow aktywnych czynnikéw kondensacji uzywano réwniez komérek mejo-
tycznych. Wykazano, ze dojrzewajacy oocyt myszy po fuzji z blasto-
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merem interfazowym indukuje w nim przedwczesng kondensacje chro-
matyny [51]. Podobna reakcja zachodzi w hybrydach skiadajacych sie
z owulowanego oocytu bedgcego w metafazie Il i blastomeru interfazo-
wego [51] lub owulowanego oocytu myszy i mysich tymocytéw [9].
Gdy schemat doswiadczenia odwrécono, okazato sie, ze blastomer meta-
fazowy, pochodzacy z 4-komérkowego zarodka myszy, w ktérym po-
dziaty zablokowano kolcemidem, po fuzji z ,niedojrzatym” oocytem
myszy (niezdolnym do spontanicznego dojrzewania in vitro) indukuje
w nim rozpad otoczki jadrowej i kondensacje chromatyny [5]. Dowodzi
to, ze w wypadku fuzji komdrkowych reakcja wywotana w komorce
interfazowej jest podobna, niezaleznie od rodzaju komérki bedacej daw-
cg czynnikow kondensacji.

Eksperymenty, w ktorych fuzje z blastomerem interfazowym poprze-
dzato przecinanie owulowanego, metafazowego oocytu na cze$¢ zawie-
rajagcg chromosomy i cze$¢ bezjgdrowg pozwolity poznaé rozmieszczenie
aktywnych czynnikéw kondensacji [10]. Okazato sie, ze aktywno$¢ indu-
kujagcg PCC zachowuja obydwa fragmenty, jednak na podstawie obser-
wowanej réznicy czestosci indukcji tej reakcji w dwéch rodzajach uzys-
kiwanych hybryd oraz stosunku objetosci ich sktadnikéw, z ktérego
wynika rozciefczenie cytoplazmy mitotycznej w hybrydzie, wnioskowaé
mozna, iz wiekszo$¢ czynnikéw kondensacji zlokalizowana jest we frag-
mentach zawierajacych chromosomy.

3. CHARAKTERYSTYKA BIOCHEMICZNA BIALEK MITOTYCZNYCH
NA PODSTAWIE TESTU ICH AKTYWNOSCI BIOLOGICZNEJ —
MIKROINIEKCIJE

Dla wszelkich préb oczyszczania i scharakteryzowania biochemicz-
nego biatek kontrolujacych kondensacje chromatyny niezbedne bylo
opracowanie testu pozwalajagcego wykrywac¢ ich aktywnos$¢ w badanych
preparatach. Sunkara [50] wykazal, ze ekstrakt uzyskany za pomoca
buforu zawierajacego 0,2 M NaCl z komoérek HelLa, ktére byty synchro-
nizowane w roéznych fazach cyklu komérkowego, moze by¢ testowany
pod katem obecnosci aktywnych czynnikéw kondensacji przez wstrzy-
kiwanie do niedojrzatych oocytow Xenopus laevis. Czynniki wprowa-
dzone w ten sposob do oocytu indukujg w nim dojrzewanie mejotyczne,
tj. rozpad otoczki jadrowej i kondensacje chromatyny. Na podstawie
tego testu stwierdzono, iz ekstrakt uzyskany z komorek bedgcych w fa-
zach Gl i S nie wykazuje aktywnosci kondensujgcej. We wczesnej
i Srodkowej fazie G2 aktywno$¢ ta pojawia sie, ale utrzymuje sie na
niskim poziomie, wzrasta gwattownie w trakcie pdznej fazy G2, by
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najwyzszy poziom osiagna¢ w trakcie mitozy. Z doSwiadczenia tego,
jak i z doswiadczen polegajacych na fuzjach komoérkowych [6] wniosko-
waé mozna o braku bariery miedzygatunkowej dla czynnikdw konden-
sacji. Dalszym potwierdzeniem tego byly pozytywne wyniki ekspery-
mentéw, w ktérych wstrzykiwane do oocytow Xenopus czynniki kon-
densacji pochodzity z mitotycznych komoérek CIIO [33] i mutantéw cdc
drozdzy [52].

Nie mozna z calg pewnoscig powiedzie¢, ze czynniki pochodzgce z mi-
totycznej komoérki somatycznej, a powodujace PCC w wyniku fuzji
z komorkg interfazowg, sg tozsame z tymi, ktdre wywotujg dojrzewanie
mejotyczne niedojrzatych oocytow ptazow. Jednakze kinetyka ich na-
gromadzania w cyklu komérkowym jest taka sama, takie same sag tez
efekty ich dziatania: rozpad otoczki jgdrowej i kondensacja chromatyny
w komérce biorcy — podobienstwo to pozwala przypuszczaé, iz we
wszystkich tych trzech zjawiskach (mejoza, mitoza i przedwczesna kon-
densacja chromatyny) zaangazowane sg te same czynniki.

Opierajagc sie na tym zatozeniu prowadzono dalsze badania wiasci-
wosci czynnikdw kontrolujgcych faze M zycia komorki (MF — M-phase
factors), w ktorej zanika otoczka jadrowa, a chromatyna ulega konden-
sacji (stan charakterystyczny dla mitozy, mejozy i PCC).

Biatkowy charakter czynnikéw mitotycznych wykazano w ekspery-
mencie, w ktorym ekstrakt uzyskany z mitotycznych komérek Hela
przed wstrzyknieciem do oocytow Xenopus laevis poddano dziataniu
enzymu proteolitycznego. W ekstrakcie takim aktywnos$¢ czynnikdw mi-
totycznych byta zredukowana do 18% w stosunku do kontroli [49], Inku-
bacja z RN-azg nie wywierata natomiast zadnego efektu na jego zdol-
no$¢ do indukcji dojrzewania mejotycznego. Ekstrakt z mitotycznych
komérek HelLa wykazywatl obecno$é aktywnych czynnikéw mitotycz-
nych rowniez w tych oocytach, w ktorych synteza biatek byta zabloko-
wana cykloheksimidem [49]. Dane te wskazujg, ze synteza nowych bia-
tek w oocycie nie jest konieczna do dziatania egzogennych czynnikdw
kondensacji.

Aktywno$¢ czynnikoéw mitotycznych, stymulujaca dojrzewanie oocy-
tow, wykazywata negatywng zalezno$¢ od obecnosci jonéw Ca2+ w bu-
forze ekstrakcyjnym. Juz przy 1 mM stezeniu tych jondéw jest ona
w petni zniesiona, nie wpiywaja na nig natomiast jony Mg2+, nawet
0 duzym stezeniu (10 mM) [49].

Rowniez inkubacja ekstraktu mitotycznego przez 10 min w temp.
50°C okazuje sie wystarczajaca dla inaktywowania czynnikéw indukujg-
cych dojrzewanie oocytéw Xenopus [49].

Wyczerpujgce dializowanie ekstraktu wobec buforéw o pil od 6,5
do 7,5 nie wptywato na jego aktywnosé, gdy jednak pH wynosito 8,0,
woéwczas nastepowata gwattowna redukcja aktywnosci [49].
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Do ustalenia, jakiej wielkoSci czasteczki sg odpowiedzialne za wy-
stepowanie w ekstrakcie aktywnosci MF, byt on wirowany przez roztwor
sacharozy o liniowym gradiencie stezenia (5-20%). Uzyskano rozdziat
na frakcje, ktére testowano w oocytach Xenopus. Aktywno$¢ stymulu-
jaca dojrzewanie lokowata sie w pojedynczej frakcji o wspotczynniku
sedymentacji ok. 4-5 S [49].

Gdy przeprowadzono chromatografie ekstraktu mitotycznego na ko-
lumnie z DEAE-celulozy, ktéra eluowana byta buforem o wzrastajacej
sile jonowej, aktywnos$é stymulujgca dojrzewanie mejotyczne wymy-
wana byta 0,15 M NaCl [49].

Trzykrotne wzbogacenie aktywnosci ekstraktu biatek mitotycznych
uzyskano na drodze precypitacji 40% (NH4204, o dalsze pie¢ razy za-
geszczono ja ekstrahujgc tak wytragcone biatka za pomocg 2% TCA
(kwas tréjchlorooctowy) [2].

Wykazano takze, iz aktywno$¢ mitotyczna ekstraktu jest w sposéb
istotny stabilizowana przez obecno$¢ w buforze inhibitorow enzyméw
proteolitycznych i inhibitoréw fosfataz [2]. Potwierdzajg to rowniez
doswiadczenia z czynnikami mitotycznymi, pochodzacymi z komdrek
CHO, ktérych aktywno$¢ takze zalezata od obecnosci w uktadzie czyn-
nikow hamujgcych usuwanie z czasteczek biatka kowalencyjnie zwigza-
nych reszt fosforanowych [33].

Przeprowadzono rdwniez eksperymenty majace na celu stwierdzenie,
czy czynniki mitotyczne z komérek HelLa, ktdre indukujg dojrzewanie
mejotyczne po wprowadzeniu ich drogg mikroiniekcji do niedojrzatych
oocytéw Xenopus laevis, sa zlokalizowane w cytoplazmie, czy tez sa
zwigzane z chromosomami mitotycznymi [2]. W tym celu komérki mito-
tyczne poddano traktowaniu dwustopniowemu, uzyskujac wstepnie pre-
parat cytoplazmatyczny za pomoca buforu o niskim stezeniu soli, z kt6-
rego przez wirowanie wydzielono chromosomy. Nastepnie z osadu chro-
mosoméw ekstrahowano czynniki mitotyczne buforem o wysokim ste-
zeniu soli. Oba ekstrakty: cytoplazmatyczny i chromosomowy testowano
wstrzykujac je do oocytow Xenopus. Uzyskane rezultaty sugeruja, iz
ilos¢ czynnikédw kondensacji w ekstrakcie z chromosoméw jest co najm-
niej trzykrotnie wyzsza niz w ekstrakcie z cytoplazmy mitotycznej. Po-
winowactwo czynnikow rmtotycznych do chromosoméw staje sie bar-
dziej oczywiste, gdy podobnej procedurze poddano frakcje cytoplazma-
tyczng i jadrowa z komoérek w rdznych stadiach fazy G2 [2], Aktywnos¢
indukujgca kondensacje jest niewykrywalna w cytoplazmie komorek
HelLa we wczesnej i srodkowej fazie G2, podczas gdy ekstrakt jadrowy
wykazuje juz jej istotny poziom. Komérki w pdznej fazie G2 wykazujg
obecnosé¢ aktywnos$ci kondensacyjnej zaréwno w jadrze, jak i w cyto-
plazmie w proporcjach takich jak w komoérkach mitotycznych. Rezultaty
te sugerujg, iz aktywne czynniki mitotyczne sg syntetyzowane (lub akty-
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wowane) w czasie trwania fazy G2 i réwnocze$nie szybko i specyficznie
wigzane z chromatyng. Gdy komoérka przygotowuje sie do mitozy, synte-
tyzuje ona (lub aktywuje) te czynniki w wiekszej iloSci, tak ze pewien
ich poziom utrzymuje sie rowniez w cytoplazmie. Rezultaty te pozostaja
w Scistej zgodnosci z tymi, ktére uzyskano z pomocg fuzji komdérkowych;
tam rdéwniez wykazano chromosomowa lokalizacje czynnikéw konden-
sacji [10] i specyficzne wigzanie ich z chromatyng, ktéra ulegta PCC [43].

4. PRZECIWCIALA SPECYFICZNE WZGLEDEM KOMOREK MITOTYCZNYCH

Istotnym krokiem do poznania mechanizméw, ktére w cyklu komér-
kowym kontrolujg faze M, bylo uzyskanie przeciwciat monoklonalnych,
specyficznych wzgledem komorek mitotycznych [11]. Przeciwciata takie
uzyskano standardowa procedurg, w ktérej za Zzrédto antygendw po-
stuzyt ekstrakt z komorek HelLa zsynchronizowanych w mitozie. Uzyska-
ne w ten sposdb przeciwciata reagujg specyficznie z komdrkami bedacymi
w metafazie, co wykazato badanie immunofluorescencyjne. Zwigzane
przeciwciata wykryto zar6wno w chromosomach, jak i w cytoplazmie;
poziom fluorescencji w komérkach metafazowych byt ponad 10 X wyz-
szy niz w bedacych w fazie G1 i S. Komérki bedace w anafazie i telo-
fazie wykazywaty poziom fluorescencji wynoszgcy ok. 2/3 poziomu cha-
rakterystycznego dla metafazy, w G2 za$ ok. 23°/o. Pojawienie sie¢ w fa-
zie G2 w jadrach komorkowych zdolnoSci wigzania przeciwciat do ko-
moérek mitotycznych, ktéra rosnie i punkt najwyzszy osigga w meta-
fazie, obejmujac zarowno chromosomy, jak i cytoplazme, doktadnie od-
powiada kinetyce wystepowania w cyklu mitotycznym i lokalizacji w ko-
moérce aktywnosci odpowiedzialnej za indukowanie dojrzewania mejo-
tycznego oocytéw Xenopus.

Zbadano roéwniez, czy uzyskane przeciwciata reagowaé beda z ko-
morkami w fazie M innymi niz HeLa. Wynik byt pozytywny w przy-
padku tak réznych komdrek jak komorki cztowieka (normalne i nowo-
tworowe), myszy, chomika, kurczecia, zaby, nicieni i komara, a takze
dla komérek mejotycznych z jader szczura, co wskazuje na brak specy-
fiki gatunkowej oraz na brak r6znic miedzy mitozg i mejozg pod wzgle-
dem wystepowania antygenow charakterystycznych dla fazy M [11].

Tych samych przeciwciat monoklonalnych uzywano do wykrywania
w ekstraktach komorkowych biatek zwigzanych z wystepowaniem anty-
gendw mitotycznych [11]. W tym celu wyekstrahowane z mitotycznych
komérek HelLa biatka rozdzielano elektroforetycznie w zelu poliakryla-
midowym, zawierajgcym SDS (s6l sodowa siarczanu dodecylu), a na-
stepnie, po przeniesieniu na nitroceluloze, identyfikowano te z nich,
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ktére wigza przeciwciata monoklonalne, specyficzne wzgledem komérek
bedacych w fazie M. Okazato sie, ze przeciwciata rozpoznajg catg rodzine
biatek (ok. 16 pragzkow) w zakresie MW od 40 000 do ponad 200 00O.
Wsrdd tych specyficznych dla mitozy antygendéw dominujgce byty praz-
ki odpowiadajgce biatkom o MW 182 000, 118 000 i 70 000.

Stwierdzono, iz analogiczne frakcje biatkowe, wykazujgce wspolng
antygenowos$é, wystepuja w komdrkach metafazowych cztowieka, cho-
mika i myszy; dwie z tych frakcji wykryto takze w mejotycznych oocy-
tach zaby [11].

Mitotyczne komorki HelLa wyznakowano w fazie G2 za pomocg 3P,
a nastepnie analizowano elektroforetycznie i autoradiograficznie te biat-
ka, ktére ulegty precypitacji w wyniku reakcji z przeciwciatami prze-
ciwko komorkom mitotycznym. Okazato sie, ze wszystkie trzy gtowne
frakcje sg biatkami ulegajgcymi fosforylacji [11].

Gdy fosfoproteiny poddaé dziataniu alkalicznej fosfatazy, nastepuje
usuwanie reszt fosforanowych z czgsteczek biatka. Przeprowadzono eks-
peryment, w ktdrym tego rodzaju traktowaniu enzymatycznemu pod-
dano biatka ekstraktu mitotycznego [11]. Nastepnie analizowano je pod
katem obecnosci antygendw rozpoznawanych przez przeciwciata prze-
ciwko komoérkom mitotycznym. W rezultacie okazato sie, ze usuniecie
reszt fosforanowych jest wystarczajace do utraty antygenowosci cha-
rakterystycznej dla mitozy. Swiadczy to o tym, ze fosforylacja biatek
mitotycznych ma decydujacy wptyw na ich strukture.

5. BADANIA NAD FOSFORYLACJA BIALEK MITOTYCZNYCH

Fosforylacja biatek jest reakcjg enzymatyczng, katalizowang przez
kinazy biatkowe, odwracalng dzieki dziataniu fosfataz. Tego rodzaju
modyfikacja postsyntetyczna odgrywa znaczng role w regulacji licznych
proceséw komorkowych [26]. Juz dos¢ dawno zaobserwowano zwigzek
fosforylacji histonéw (gtéwnie HI) z mitozg. W wielu pracach wykazano,
ze w cyklu komdrkowym ssakéw przejsciu z fazy G2 do mitozy towa-
rzyszy superfosforylacja histonu Fil [14, 22]. Dalsze prace wykazaty, ze
zjawisko to ma charakter uniwersalny, np. w cyklu podziatowym $lu-
zowca Physarum polycephalum stwierdzono, iz mitozie réwniez towa-
rzyszy fosforylacja tego histonu. Jedna jego czasteczka moze mie¢ wtedy
zwigzanych kowalencyjnie nawet 28 reszt fosforanowych — stanowi on
najwyzej ufosforylowane ze znanych biatek [24]. Histon HI ulega takze
fosforylacji w czasie przedwczesnej kondensacji chromatyny [18]. Wy-
kazano réwniez, ze sama fosforylacja histonu HI nie jest wystarczajaca
do kondensacji chromatyny [18, 27], Do zaj$cia zjawisk zwigzanych z mi-
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tozg mogag by¢ tez konieczne inne warunki, prawdopodobnie fosforylacja
biatek niehistonowych, takich jak 1IMG (high mobility group) [7, 37],
biatek cytoszkieletowych [8, 45], lamin [13, 36], czy rybosomowego biat-
ka S6 [35].

Wyniki opisanych dotychczas w tym przegladzie doswiadczen suge-
rujg, ze wystgpieniu aktywnosci zwigzanej z biatkowymi czynnikami
kondensacji (PCC, indukcja dojrzewania mejotycznego) towarzyszy fos-
forylacja biatek.

Fosforylacje biatek niehistonowych w cyklu komérkowym komérek
HelLa badano znakujac je za pomoca 3P w fazie S, a nastepnie anali-
zujagc autoradiograficznie rozdzielone w elektroforezie biatka obecne
w uzyskanych ekstraktach buforem zawierajagcym 0,2 M NaCl z ko-
moérek bedacych w kolejnych fazach cyklu [46]. Uzyskane rezultaty
wskazujg na 8-10-krotny wzrost poziomu fosforylacji w badanej frakcji
biatek niehistonowych, zwigzany z przejSciem komérki z fazy G2 do M.
Tego samego rzedu spadek fosforylacji towarzyszy zjawiskom zwigza-
nym z zakoriczeniem podziatu i wejsciem w faze GIl. Obserwowana fos-
forylacja wzrastata w czasie trwania fazy G2, najwyzszy poziom osia-
gajac w czasie metafazy.

Autoradiografia zeli pozwolita na wykrycie o$Smiu wyraznych praz-
kéw, odpowiadajgcych biatkom o MW od 27500 do 100 000, ktérych
fosforylacja wykazywata zaleznos¢ od fazy cyklu komérkowego, osia-
gajac swdlj najwyzszy poziom w czasie podziatu, a wzrost i spadek
odpowiednio przy przejsciach G2 — M i M — GI. Zwigzek poziomu fosfo-
rylacji biatek niehistonowych ze stopniem kondensacji chromatyny po-
twierdza obserwacja, iz w fazie S najsilniejszej dekondensacji chromo-
somow towarzyszy najnizsze ufosforylowanie tych biatek: 3-5% poziomu
z metafazy.

W cyklu komorkowym komérek CHO stwierdzono wystepowanie
analogicznej kinetyki fosforylacji biatek niehistonowych do opisanej
juz tu dla komérek HelLa [53]. W dalszym ciagu nie wiadomo jednak,
jakiego rodzaju procesy molekularne kryja sie za tg korelacjg oraz ktére
zjawiska stanowig przyczyne, a ktore skutek. Wydaje sie, ze odwracalna
fosforylacja biatek moze by¢ kluczowym mechanizmem w ztozonym
procesie regulacji kondensacji — dekondensacji chromatyny.

6. INHIBITORY BIALEK MITOTYCZNYCH

Istotne wydaje sie pytanie, czy dla dekondensacji chromosomow, za-
czynajacej sie z poczatkiem fazy GIl, konieczne jest pojawienie sie aktyw-
nosci innej od tej, ktéra zwigzana jest z biatkami mitotycznymi, oraz
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jakie oddziatywania zachodzg ewentualnie miedzy tymi dwiema gru-
pami czynnikéw. Do otrzymania odpowiedzi przeprowadzono dos$wiadcze-
nie, w ktorym mieszano w réznych proporcjach ekstrakt mitotyczny
z ekstraktem uzyskanym z komoérek bedacych w fazie G1 [3]. Mieszanineg
ekstraktow wstrzykiwano nastepnie do oocytdw Xenopus, obserwujac,
jaki wptyw wywiera ekstrakt z komorek z fazy G1 na zdolno$¢ ekstrak-
tu mitotycznego do indukcji dojrzewania oocytéw. Ekstrakt mitotyczny
rozcienczony buforem ekstrakcyjnym byt kontrolng. W tym przypadku
obnizenie stezenia czynnikéw mitotycznych az do 20% w stosunku do
wyjsciowego nie wywierato wiekszego wptywu na ich aktywnos¢.
W przeciwienstwie do tego, ekstrakt mitotyczny tracit zupetnie zdolnosé¢
indukowania dojrzewania mej*tycznego przy stezeniu réwnym 66,6%,
gdy rozcienczany byt ekstraktem pochodzacym z komoérek z fazy Gl.
Dane te wskazujg na obecno$¢ w ekstrakcie z komorek z fazy Gl czyn-
nikow, ktdére inaktywujg biatka mitotyczne.

Dalsze, opisane w tej pracy [3] dosSwiadczenia wykazaly, ze aktyw-
no$é¢ inhibitoréw czynnikéw mitotycznych pojawia sie w cyklu komor-
kowym bardzo wczes$nie, prawdopodobnie juz w telofazie, jest wysoka
w trakcie fazy Gl i we wczesnych stadiach fazy S, spada w Srodkowej
i poznej fazie S, by zanikng¢ w fazie G2. Zahamowanie cykloheksimi-
dem syntezy biatek w trakcie podziatu i wczesnych stadiow fazy Gl
nie wptywato na aktywnos$é inhibitoréw mitotycznych wyekstrahowa-
nych z takich komorek, co sugeruje ich aktywacje po zakonczeniu po-
dziatu, nie za$ synteze de novo.

Do stwierdzenia lokalizacji inhibitoréw czynnikbw mitotycznych
w komérce ekstrahowano je z rozdzielonych frakcji cytoplazmatycznej
i jadrowej komoérek bedacych w fazie GI, a nastepnie ekstrakty badano
pod katem ich zdolnosci do inaktywowania ekstraktu mitotycznego [41].
Aktywnos$¢ ekstraktu cytoplazmatycznego byta réwna tej, ktorg uzyska-
no z catych komérek, natomiast ekstrakt jgdrowy nie wykazywat jej
w ogoble, co sugeruje, ze inhibitory czynnikéw mitotycznych zlokalizo-
wane sg w cytoplazmie.

Przeprowadzono réwniez charakterystyke biochemiczng inhibitorow
czynnikéw mitotycznych [41]. Wykazano, ze sg to wrazliwe na dziatanie
proteazy biatka niehistonowe, na ktérych aktywnos$¢ nie wplywaja:
RN-aza, EGTA i EDTA. W przeciwienstwie do czynnikdw mitotycznych
sg one dosy¢ stabilne w wysokiej temperaturze (65°C przez 15 min)
i w szerokim zakresie pH 6,0-10,0 (pH ponizej 5,0 znosi ich aktywnos¢).
Przyblizona masa czgsteczkowa tych biatek wynosi okoto 12 000. Dzia-
tanie inhibitorow prawdopodobnie nie polega na ich aktywnosci pro-
teazowej, albowiem obecnos$¢ inhibitorow proteaz w buforze stosowanym
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do ich ekstrakcji nie wptywa hamujaco na ich oddzialtywanie z czynni-
kami mitotycznymi.

Stwierdzono, iz chromosomy komérek Hela, zablokowanych w meta-
fazie kolcemidem, ulegajg dekondensacji, jezeli komérki inkubowane sg
w obecnosci arabinozylocytozyny i hydroksymocznika po poddaniu ich
dziataniu promieniowania ultrafioletowego (UV) [47]. Ekstrakt z ko-
moérek mitotycznych poddanych takiemu dziataniu wykazuje bardzo
niski poziom aktywnych czynnikéw kondensacji w teScie z oocytami
Xenopus [4]. Jezeli jednak w analogiczny sposéb oddziatywano nie na
nienaruszone komorki mitotyczne, a na uzyskany z nich ekstrakt, to
nie wywierato to wptywu na jego aktywnos$¢. Sugeruje to, iz za inakty-
wacje czynnikéw mitotycznych nie jest bezposrednio odpowiedzialne dzia-
tanie UV, lecz specyficzna reakcja komérek wywotana tym promienio-
waniem, a takze ze zachodzi zwigzek przyczynowo-skutkowy miedzy
dekondensacjg chromosoméw indukowang przez UV i spadkiem aktyw-
nosci czynnikéw mitotycznych.

Wyjasnienie kwestii mechanizmoéw prowadzacych do inaktywacji
czynnikéw kondensacji w komdérkach naswietlanych UV przyblizy¢é moze
nas do poznania proces6w regulujgcych stan chromatyny w cyklu ko-
moérkowym. W tym celu badano zalezno$é poziomu fosforylacji niehisto-
nowych biatek mitotycznych od dekondensacji chromatyny indukowanej
dziataniem UV [1]. Zmierzono ilo$¢ radioaktywnego fosforanu wbudo-
wywanego do tej frakcji biatek przez komérki mitotyczne, poddane opi-
sanemu juz tu dziataniu UV, i stwierdzono, iz poziom fosforylacji w ko-
mérkach doswiadczalnych byt kilkakrotnie nizszy niz w kontrolnych,
nie poddanych dziataniu UV.

Gdy podanie 3P poprzedzato blok mitotyczny, w komdérkach doswiad-
czalnych poddanych dziataniu UV stwierdzono silne, skorelowane z de-
kondensacjg chromosomow zdefosforylowanie biatek mitotycznych, ktére
zidentyfikowano elektroforetycznie i autoradiograficznie. Sugeruje to,
iz nasSwietlenie komoérek mitotycznych UV powoduje aktywacje fosfataz,
ktore moga specyficznie defosforylowa¢ biatka kondensacji chromatyny
w formie aktywnej, wystepujgce w postaci fosfoprotein.

Pozostaje pytanie o zwigzek miedzy zjawiskami majgcymi miejsce
w trakcie dekondensacji chromatyny komdrek mitotycznych poddanych
dziataniu UV, a tymi, ktoére zachodzg w trakcie cyklu komdrkowego
przy przejsciu od fazy M do fazy GIl. OdpowiedZ dato doswiadczenie,
ktére wykazato, iz taka sama defosforylacja czynnikdw kondensacji za-
chodzi w wyniku inkubacji ich z ekstraktem z komérek z fazy GI [1].
Wskazuje to na obecno$¢ podobnych, o ile nie identycznych, aktywnych
fosfataz w komdrkach bedacych w fazie Gl i komdrkach mitotycznych,
w ktérych UV zaindukowano dekondensacje.
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Podsumowujac, wyniki opisanych doswiadczen sugerujg, ze aktyw-
no$¢ kinaz i fosfataz specyficznych dla biatek mitotycznych moze sta-
nowi¢ mechanizm regulujagcy kondensacje chromatyny w cyklu zycio-
wym komorki.

7. MITOTYCZNE KINAZY BIALKOWE

Poszukiwanie w fazie M aktywnych w niej kinaz biatkowych wsréd
niehistonowych biatek mitotycznych stanowito naturalng konsekwencje
opisanych eksperymentow. Doswiadczenia, w ktdrych jako metode ba-
dawczg zastosowano elektroforeze prowadzong w niedenaturujgcym zelu
poliakrylamidowym, poprzedzajaca reakcje fosforylacji in situ w obec-
nosci lub przy braku substratu egzogennego, pozwolity na wykrycie
kilku kinaz miedzy biatkami fazy M [15]. Cze$¢ z nich wykazywata zdol-
no$¢ do autofosforylacji; posréd tej grupy enzymoéw zidentyfikowano
w zelu prazek odpowiadajagcy aktywnosci obecnej w komorce tylko
w czasie mitozy. Podobne rezultaty uzyskano dla biatek izolowanych
z komérek mejotycznych ptazéw [15].

Ta samg metodg postuzono sie w dalszych badaniach zmierzajgcych
do charakterystyki tych enzyméw i wykazano, ze aktywno$¢ kinazowa
specyficzna dla fazy M nie jest zalezna od cAMP [16].

Opierajgc sie na technice elektroforezy i fosforylacji w zelu, poszu-
kiwano odpowiedzi na pytanie, czy ekstrakt biatek z komoérek bedacych
w fazie GI, wykazujacy obecno$¢ aktywnych inhibitoréw czynnikéw
mitotycznych, wywiera wptyw na aktywno$¢ wykrytych uprzednio Ki-
naz [16]. W tym celu analizowano tg technika aktywnosci kinazowe
w ekstraktach mitotycznym i z fazy G| zmieszanych w rdznych propor-
cjach. Wykryto, ze pod wptywem czynnikéw cytoplazmatycznych, obec-
nych w komérkach w fazie GI, specyficznemu hamowaniu podlega ta
aktywnos¢ kinazowa, w ktdrej poznang wczes$niej cechg charakterystycz-
ng jest wystepowanie tylko w fazie M cyklu komérkowego [15]. WynikKi
te dowodza kluczowa role fosforylacji i defosforylacji biatek niehisto-

nowych w regulacji proceséw zachodzacych w trakcie cyklu komérko-
wego.

8. PERSPEKTYWY W BADANIACH CYKLU KOMORKOWEGO

Przy analizie wynikow doswiadczen opisanych juz tu nasuwa sie
refleksja, iz jesteSmy jeszcze bardzo daleko od poznania mechanizméw
tak fundamentalnego procesu, jakim jest podziat komorki. Odnie$¢ mozna
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wrazenie, ze dotychczas przeprowadzane doswiadczenia badaly jakby
dwa krancowe poziomy tego procesu, bez préb znalezienia powigzan
miedzy nimi. Mamy bowiem obserwacje mikroskopowe zjawisk cyto-
logicznych, zachodzacych w trakcie cyklu komérkowego, a réwnoczesnie
badania biochemiczne, odkrywajgce reakcje zachodzace na poziomie mo-
lekularnym. Aby jednak méc méwi¢ o postepie w badaniach cyklu ko-
morkowego, nalezy znalez¢ powigzanie nie tylko czasowe, ale i funkcjo-
nalne miedzy procesami molekularnymi i zjawiskami, ktére obserwujemy
za pomocg mikroskopu.

Bardzo obiecujace wydajg sie prace nad wykrytymi mutantami cyklu
komérkowego drozdzy. Stwierdzono, iz gen cdc2/cdc28 odgrywa Kklu-
czowg role przy przejsciu z fazy Gl do fazy S, a nastepnie z fazy G2
do mitozy. Gen ten prawdopodobnie koduje kinaze biatkowg, ktéra moze
byé regulowana przez fosforylacje [19]. Odkrycie to daje mozliwosé
zastosowania metod wspotczesnej genetyki molekularnej w badaniach
nad regulacja cyklu komérkowego.

Innego rodzaju obiecujagca metodg badawczg sa techniki in vitro,
ktérych przykiadem zastosowania do badania interesujgcego nas proble-
mu jest praca Miake-Lye i Kirschnera [30], w ktorej analizowano dzia-
tanie biatkowych czynnikéw fazy M jednocze$nie na trzech poziomach:
molekularnym, mikroskopii elektronowej i optycznej.

Wczesne zjawiska zachodzace w trakcie mitozy badane byty w ukia-
dzie bezkomdrkowym, w ktérym na jadra komoérkowe, izolowane z tymo-
cytow szczura lub komérek CHO, dziatano ekstraktem biatek fazy M,
pochodzacym w tym wypadku z mejotycznych komdérek Xenopus laevis.
Gdy do zawiesiny izolowanych jader komdérkowych dodawano ekstrakt
biatek z fazy M, to uzyskiwano cigg reakcji odznaczajacy sie powtarza-
jacymi sie zaleznosciami czasowymi. Kondensacja chromatyny rozpo-
czynata sie ok. 25-30 min po dodaniu biatek ekstraktu, a 15-20 min
pdzniej zanikata otoczka jgdrowa i poszczeg6lne chromosomy zaczynaty
byé rozroznialne. Wywotany w ten sposéb stan mitotyczny byt, podob-
nie jak i w nienaruszonej komorce, przejsciowy — 60-70 min po dodaniu
ekstraktu biatek fazy M chromosomy rozpoczynaty spontaniczng de-
kondensacje i nastepowata rekonstrukcja jader interfazowych. Kilka-
krotne podawanie czynnikow kondensacji przedtuzato trwanie fazy M,
co sugeruje, ze ich inaktywacja jest odpowiedzialna za powrdt jgder do
stanu interfazowego.

W tym samym ukitadzie, wykorzystujac techniki znakowania izotopo-
wego i dwukierunkowej elektroforezy biatek, badano czasowg zalezno$¢
miedzy fosforylacjag lamin i rozpadem otoczki jadrowej indukowanym
dziataniem czynnikéw kondensacji. Wzrost poziomu fosforylacji lamin
wykryto juz po 15 min, co poprzedza rozpad otoczki jagdrowej o ok.
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25 min. Istnienie tej przerwy bylo zagadkg w Swietle znanych faktow
korelacji ufosforylowania lamin z tq fazg cyklu komorkowego, w ktorej
biatka te nie sg zagregowane i nie tworza jednolitej laminy jadrowej
[13, 36],

Poniewaz zadne zmiany morfologii otoczki jagdrowej me byly zauwa-
zalne na skrawkach analizowanych w mikroskopie elektronowym, ba-
daniu poddano samag lamine jadrowa, uzywajgc techniki immunofluor-
escencji do wykrycia ewentualnych zmian w jej strukturze zwigzanych
z fosforylacjg lamin, a poprzedzajacych zanik otoczki jadrowej. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze w okresie miedzy fosforylacjg a rozpadem otoczki
jadrowej nastepuje stopniowa depolimeryzacja laminy, wyrazajaca sie
obserwowanym ostabieniem tej struktury, ktore poprzedza stopniowy
zanik barwienia immunofluorescencyjnego, oznaczajgcy petng depoli-
meryzacje laminy.

Poniewaz miedzy wprowadzeniem do uktadu czynnikéw kondensacji
a fosforylacjg biatek laminy nastepuje 10-15 min przerwy, pojawia sie
wiec pytanie o ewentualne jeszcze wczedniejsze zjawiska mitotyczne.
Aby je zbadaé, analizowano w elektroforezie dwukierunkowej biatka
jadrowe izolowane po 10 min od dodania ekstraktu biatek fazy M. Wy-
kryto, ze trzy rodzaje nieznanych biatek ulegajg fosforylacji w tak wczes-
nym etapie indukcji zjawisk mitotycznych, co $wiadczy, ze w jej trakcie
procesy biochemiczne znacznie poprzedzajg jakiekolwiek zmiany mor-
fologiczne.

Rezultaty opisanych doswiadczen dostarczajg nowych danych o re-
gulacji fazy M zycia komorki. Po pierwsze dowodza, ze czynniki konden-
sacji to stymulatory wielu proceséw wystepujacych réwnolegle i pro-
wadzgcych do przejsScia struktur istniejagcych w komoérce ze stanu
charakterystycznego dla interfazy do tego, ktéry odpowiada fazie M.
Po drugie, wnioski z analizy wczesnych wydarzen mitotycznych po-
pierajg hipoteze o roli kaskady fosforylacji w ich indukcji i regulacji.
Na przyktadzie lamin widzimy, iz posrednim etapem przejscia komorki
z interfazy do fazy M moze by¢ aktywacja kinaz specyficznych wzgle-
dem tych biatek jadrowych, ktérych fosforylacja zwigzana jest z roz-
padem otoczki jadrowej i kondensacjg chromatyny. Poniewaz jednak
laminy nie sg fosforylowane natychmiast po wprowadzeniu do uktadu
biatek fazy M, wydaje sie wiec, ze biatka te nie sg bezposrednimi kina-
zami lamin. Aktywacja kinaz biatek strukturalnych, takich jak laminy,
moze by¢ dalszg, jakby wykonawczg reakcjg indukcji fazy M w komorce.
Procesem decydujacym o przejsciu z fazy G2 do mitozy moze by¢ auto-
fosforylacja obecnych w cytoplazmie czynnikéw kondensacji, prowadzaca
do specyficznego transportu do jagdra komdrkowego i indukcji ich aktyw-
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nosci kinazowej, ktérej substratem moga by¢ ulegajace fosforylacji
»wczesne” biatka jadrowe.

Podsumowujgc wszystkie rezultaty, wida¢ wyraznie, jak skompliko-

wanym i trudnym do ujecia w jednym modelu procesem jest przejscie
komorki w jej cyklu zyciowym z interfazy do mitozy. Przedstawione
doswiadczenia zajmujg sie bowiem tylko pewnym wycinkiem bardzo
szerokiego i podstawowego dla biologii zagadnienia, jakim jest regulacja
cyklu zyciowego komdrki.
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INTERCHROMATIN GRANULES

Anna ZBOREK

Zaktad Biologii Nowotworéw, Centrum Onkologii — Instytut
im. M. Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach

Streszczenie. Omoéwiono dane dotyczace ziarnisto$ci interchromatynowych, ich mor-
fologii i wtasciwosci cytochemicznych oraz zwigzku tych struktur z innymi kom-
ponentami jadra komoérkowego. Przedstawiono hipotezy dotyczace roli ziarnisto$ci
interchromatynowych w funkcjach jadrowych.

Summary. This review presents the data on interchromatin granules, their mor-
phology, cytochemistry and relations to other components of the cell nucleus. Hypo-
theses concerning the role of interchromatin granules in nuclear functions are
presented.

I. MORFOLOGIA | WYNIKI BADAN CYTOCHEMICZNYCH

Od lat szescdziesigtych, gdy do mikroskopii elektronowej wprowa-
dzono wiele nowych metod, takich jak podwdjne utrwalanie, barwienie
kontrastowe nukleoprotein, trawienia enzymatyczne i wysokorozdzielczg
autoradiografie, coraz lepiej poznawane sg morfotyczne skiadniki jadra
komérkowego. W materiale utrwalonym w aldehydzie glutarowym i
0Os04 oprécz jaderka i chromatyny zostajg uwidocznione rézne widkniste
i ziarniste struktury nukleoplazmy. Ws$rd6d nich strukturami powszech-
nie wystepujgcymi w jadrach komdrek organizmow eukariotycznych sg
ziarnistosci interchromatynowe (IG). Chociaz dawno juz zostaty odkryte
i opisane [34, 94], ich udziat w funkcji jadra komorkowego pozostaje
ciaggle nieznany.

ZiarnistoSci interchromatynowe, obserwowane w mikroskopie elektro-
nowym, widoczne sa w postaci nieregularnych, kulistych lub pateczko-
watych struktur o S$rednicy okoto 20-25 nm [56]. Obserwacje znacznie



328 A. ZBOREK

powiekszonych zaréwno ultracienkich skrawkow mrozonych, jak i skraw-
kéw eponowych pozwalajg sadzi¢, ze poszczegdlne ziarenka IG zbudo-
wane sg z delikatnych, skreconych widkienek [67, 104], Rzadko wyste-
puja one pojedynczo, czeSciej tworzg réznej wielkosci skupiska rozrzu-
cone w przestrzeniach interchromatynowych jadra komérkowego (rye. 1).
Poszczegdlne ziarenka w skupiskach sa zwykle potaczone ze soba cien-
kimi wiokienkami, tworzac tafncuchy i rozluznione sieci [8, 15, 56]. tan-
cuchowy uktad IG obserwowano nie tylko w skrawkach ultracienkich,
ale réwniez w preparatach nie skrawanych (whole mount) [41]. W skraw-
kach péicienkich, ogladanych w mikroskopie elektronowym, zauwazono
ponadto potgczenia miedzy poszczeg6lnymi skupiskami 1G [104]. Maja
one posta¢ niteczek z nanizanymi pojedynczymi ziarenkami. Zwrécono
réwniez uwage na wystepowanie skupisk IG potgczonych z widkienka-
mi perichromatynowymi [67, 104].

ZiarnistoSci interchromatynowe wykazujg silng barwliwos¢ w pre-
paratach kontrastowanych barwnikami wigzacymi sie z grupami fosfo-
ranowymi, takimi jak octan uranylu i wodorotlenek otowiu. Dlatego
przypuszczano, ze zawierajg one kwasy nukleinowe. Wyniki badahA cy-
tochemicznych przeczg jednak obecnosci DNA w ziarnistosciach inter-
chromatynowych; sg one bowiem oporne zar6wno na trawienie sama
DN-azg, jak rowniez DN-azg po uprzednim trawieniu proteazg [56].
Ponadto zauwazono, ze ziarnisto$ci interchromatynowe nie wybarwiajg
sie barwnikami, ktdre wybiorczo kontrastujg DNA, takimi jak animo-
wany odczynnik osmowy [18, 67] lub odczynnik Schiff-thaliuni [61].
Wedtug badan Watsona i Aldridge’a [105], IG barwig sie indem, co wska-
zywatoby na obecno$¢ w nich duzej ilosci niekompletnie zestryfikowa-
nych grup kwasowych. Zdaniem tych autoréw barwienie to nie jest
jednak spowodowane obecnoscig kwasu nukleinowego, gdyz IG maja
wieksza opornos¢ na ekstrakcje kwasem nadchlorowym w temp. 20-
25°C niz DNA. Za pomocag wysokorozdzielczej autoradiografii wykaza-
no, ze IG nie wbudowujg znakowanej trytem tymidyny zaréwno po
pulsowej, jak i przedtuzonej inkubacji z prekursorem [27], natomiast
powszechnie przypuszczano, ze ziarnistosci interchromatynowe zawie-
raja rybonukleoproteiny (RNP), poniewaz zachowujg wysoki kontrast
w preparatach barwionych metoda Bernharda [7], preferencyjng dla
RNP [9, 56, 78, 86], Jednakze wyniki wielu badan cytochemicznych z za-
stosowaniem chemicznych ekstrakcji, trawien enzymatycznych i réz-
nych metod barwienia nie potwierdzajg jednoznacznie tego przypusz-
czenia. Stwierdzono, ze trawienie RN-azg lub pronaza i RN-azg ultra-
cienkich skrawkéw materiatu utrwalonego w aldehydzie glutarowym
i zatopionego w rozpuszczalnej w wodzie zywicy — metakrylanie gliko-
lu, nie obniza kontrastu ziarnistosci interchromatynowych, a jedynie
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powoduje zmniejszenie ich rozmiarow [56]. Réwniez duzg oporno$¢ na
trawienie enzymatyczne wykazujg IG w materiale nie utrwalonym.
Shankar Narayan i wsp. [78] zauwazyli, ze trawienie RN-azg izolowa-
nych jader komorek watrobowych i guza Walkera powoduje jedynie
czesciowg destrukcje IG i zmniejszenie ich kontrastu, podczas gdy w tych
samych warunkach jaderko ulega strawieniu. Wiekszo$¢ 1G zanika do-
piero po nastepujacych kolejno trawieniach RN-azg i pepsyng. Zblizone
wyniki otrzymali Smetana i wsp. [85] w doswiadczeniach przeprowadzo-
nych na utrwalonych w formalinie granulocytach ludzkich. Zanik 1G
nastepowat dopiero po podwdéjnym trawieniu — najpierw pepsyng, a na-
stepnie RN-azg. Tak wiec wyniki badan z zastosowaniem trawien enzy-
matycznych nie rozwigzaty jednoznacznie kwestii obecnosci RNA
w ziarnisto$ciach interchromatynowych.

Fakan i Bernhard [25] stwierdzili, ze po krétkotrwatej inkubacji ko-
maérek hodowanych in vitro z trytowana urydyng, prekursor wbudowy-
wat sie jedynie w obrzeza niektorych skupisk IG. Cze$¢ skupisk IG nie
znakowata sie wcale. Po przediuzeniu czasu znakowania oraz postinku-
bacji z nieradioaktywnym prekursorem, liczbha znakowanych skupisk
wzrastata tylko nieznacznie [26], Autorzy sugerowali, iz IG mogg zawie-
ra¢c RNA o wolnym metabolizmie. Réwniez tylko stabe znakowanie try-
towang urydyng skupisk 1G obserwowano w izolowanych hepatocytach
szczura [31] i w komdrkach CHO [29], hodowanych in vitro, oraz w ko-
moérkach Sertoliego w badaniach in vivo [40].

Na podstawie omowionych badan autoradiograficznych watpliwa jest
tozsamos$¢ 1G z czastkami RNP wyizolowanymi z jader watroby szczura
przez Monneron i Moule [59]. Czastki te o statej sedymentacji 40S i wy-
miarach 20—30 nm, chociaz morfologicznie przypominaty 1G in situ
i miaty podobng wrazliwo$¢ na trawienia enzymatyczne, zawieraty jed-
nak szybko znakujgcy sie RNA [60].

Rezultaty omowionych prac nie rozstrzygnety problemu obecnosci
RNA w IG. Wybitny kontrast w preparatach barwionych metoda Bern-
harda [7] takze nie dowodzi ich rybonukleoproteinowej natury, gdyz
technika ta, cho¢ preferencyjna, nie jest specyficzna dla RNP. Mimo to
powszechnie przypuszczano, ze IG zawierajg pewne ilosci RNA o wol-
nym metabolizmie, dobrze zabezpieczonego przed dziataniem enzyméw
nukleolitycznych [24, 26, 30].

Zastosowanie metod cytochemicznych pozwolito wykazaé¢ wystepo-
wanie pewnych aktywnosci enzymatycznych w ziarnistosciach inter-
chromatynowych. W ultracienkich skrawkach mrozonych réznych tka-
nek szczura Vorbrodt i Bernhard [102] wykryli obecno$s¢ GTP-azy
i ATP-azy. Ten ostatni enzym wykryto rowniez w IG w izolowanych
jadrach watrobowych [12, 71]. W obrebie konglomeratow IG stwierdzo-
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no takze wystepowanie innych fosfataz, a mianowicie /?-glicerofosfatazy
[12, 71] i pirofosfatazy NAD [12]. Zastosowanie jako utrwalacza prepa-
ratbw do mikroskopu elektronowego nasyconego wodnego roztworu piro-
antymonianu potasu — zwigzku, ktdry precypituje nieorganiczne Kka-
tiony, takie jak Mg2f, Ca2 Na+ w postaci elektronowo gestego stratu
[98], pozwolito wykazaé obecnos¢ tych kationdw w IG [42, 90, 99], Fakt
ten taczono z mozliwoscig udziatu rejonéw zawierajacych IG w proce-
sach transkrypcji, sugerujac, ze w IG moze by¢ zlokalizowana polimera-
za RNA o aktywnos$ci zaleznej od jonow nieorganicznych, odpowiedzial-
na za synteze wolno znakujgcych sie rodzajow RNA [99]. Sugerowano
rowniez, ze w rejonach wystepowania precypitatu moga by¢ obecne tak-
ze inne enzymy, ktérych aktywnos$é jest zalezna od jondéw nieorganicz-
nych, np. tréjfosfatazy nukleozydowe [99].

Szczeg6towe badania cytochemiczne ziarnisto$ci interchromatyno-
wych przeprowadzita Wassef [103, 104] w celu scharakteryzowania obec-
nych w IG reaktywnych grup chemicznych, ktére sg odpowiedzialne za
wysokie powinowactwo do IG zwigzkéw kontrastujgcych, takich jak
octan uranylu, wodorotlenek otowiu lub winian bizmutu. Stosujac rozne
blokady histochemiczne — acetylacje, metylacje i oksydatywng deza-
minacje oraz metode barwienia solami bizmutu, autorka potwierdzita
wczesniejsze przypuszczenia, wyrazone na podstawie pozytywnej reakcji
z cytrynianem otowiu [73], ze IG zawierajg fosforylowane biatka. Nie-
zestryfikowane grupy fosforanowe, obecnie witasnie w czesci biatkowej,
a nie w RNA, decydowatlyby — zdaniem autorki, o wysokim powino-
wactwie zwigzkéw kontrastujacych do IG. Fakt obecnosci fosfoprotein
w IG nie wyklucza jednak mozliwosci, ze zawierajg one rdwniez nie-
wielkie ilosci stabilnego RNA, chociaz nie dowiedziono tego bezposred-
nio [104],

Il. WPLYW CZYNNIKOW ZAKLOCAJACYCH METABOLIZM JADRA
KOMORKOWEGO NA LICZBE | LOKALIZACJE ZIARNISTOSCI
INTERCHROMATYNOWYCH

Wielokrotnie notowano zjawisko agregowania matych skupisk IG
w duze konglomeraty w rozmaitych warunkach patologicznych (ryc. 2).
Czesto towarzyszyt temu wzrost liczby 1G. Zjawisko to wystepuje w wy-
niku dziatania na komorke bardzo réznych czynnikéw, zaréwno che-
micznych, jak i fizycznych, zakidcajacych jej metabolizm [83].

Juz Swift w 1959 r. [94] opisat agregowanie ziarnistosci interchro-
matynowych w komoérkach nowotworowych. Konglomeraty 1G obserwo-
wano w komérkach poddanych dziataniu supranormalnych temperatur
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[82], a takze w komdrkach watroby myszy lub szczura, degenerujacych
w czasie autolizy in vitro [38, 100], Niejednokrotnie stwierdzono two-
rzenie sie konglomeratow I1G pod wpitywem S$rodkéw interkalujacych
do DNA — proflawiny, daunomycyny i bromku etydyny [81], a z gru-
py aminoakrydyn — chinakryny [32, 48] i Ledakrinu (l-nitro-9/3-di-
methylpropyloamine/acridine-2 HC1) [44, 101]. Po dziataniu Ledakrinu
stwierdzono ponadto pojawianie sie w obrebie konglomeratéw IG licz-
nych zageszczen ziarnistosci, widocznych jako elektronowo geste plamki
[46]. Duze konglomeraty IG powstajg réwniez pod wpltywem antybioty-
ku U-12241, wigzacego sie z DNA poprzez adenine lub tymidyne [83].
Konglomeracje 1G powodujg roéwniez inhibitory syntezy RNA — etio-
nina [55, 79] i metionina [80] oraz inhibitor polimerazy Il RNA —
a-amanityna [52, 63]. Crozet i Széll6si [20] zas, badajac wplyw aktyno-
mycyny D i a-amanityny na reinicjacje dojrzewania mysich oocytéw
stwierdzili, ze w obecnosci srodka zapobiegajacego dojrzewaniu oocytéw
do mejozy (isopropyl-N-phenylcarbamate), a-amanityna powoduje rozluz-
nienie agregatow i zmniejszenie sie ilosci IG. Tworzenie sie konglome-
ratow IG zanotowano réwniez w komérkach traktowanych kanceroge-
nami — aflatoksyng i lasiokarping [57, 58], oraz tlenkiem chinoliny
(4-nitro-quinoline-N-oxide) [47].

Dziatanie niektérych kancerogendw powoduje, oprécz agregacji |G,
rowniez wzrost ich liczby; zauwazono to w przypadkach zatru¢ aflatok-
syng, etioninag, lasiokarping, tioacetamidem, kwasem digalusowym i di-
metylonitrozaming [93]. Wzrost liczby 1G oraz ich konglomeracja moga
by¢ takze nastepstwem zakazenia komoérek wirusami. Singer [84] za-
obserwowat konglomeraty IG po zakazeniu hodowli ludzkich komorek
NB parvowirusem HI. Dupuy-Coin i wsp. [23] przeprowadzili iloSciowe
badania wystepowania IG w trakcie zakazenia wirusem Herpes sim-
plex, typ 2 (HSV2), komorek glejowych hodowanych in vitro. Odsetek
skrawkow, w ktorych obserwowano IG, wzrdst od 1—2°/0 w komorkach
nie zakazonych do 32°/0 w czasie 24 godz. po infekcji.

Skupianie sie 1IG w konglomeraty i zwiekszenie ich liczby zauwazo-
no ponadto w niektérych komoérkach o nasilonym metabolizmie RNA,
jak w mysich spermatocytach [41, 99] i w komdrkach Sertoliego [40].
Wzrost ilosci IG nastepuje réwniez podczas blastycznej transformacji
limfocytéow ludzkich, hodowanych w obecnosci fitohemaglutyniny [43],

Niejednokrotnie zauwazono, w ré6znych przypadkach zakidcenia me-
tabolizmu, Zze rozmieszczenie 1G w obrebie jgdra komorkowego jest inne
niz w jadrze komorek kontrolnych. Na przykiad w izolowanych hepato-
cytach szczura, traktowanych analogiem adeniny, DRB (5-6-dichloro-
-1-(3-D-ribofuranosyl benzimidazole), ziarnistosci interchromatynowe wy-
stepujg w postaci duzych luznych skupisk, czesto w powigzaniu z jg-
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derkiem [66], Zblizony zwigzek 1G z jaderkiem zauwazono w hodow-
lach komérkowych po podaniu rdznych antymetabolitéw [74], w my-
sich oocytach traktowanych aktynomycyng D [20], w watrobie szczura
po podaniu D-galaktozaminy [22], a takze w kulturach ludzkich ko-
morek linii NB po zakazeniu parvowirusem HI [84]. Zanotowano row-
niez powigzania konglomeratow 1G, wywotanych warunkami patolo-
gicznymi, z ulegajaca silnej kondensacji chromatyng [74, 84], a zwiasz-
cza z chromatyna przylegajacq do fibrylarnych jaderek [54]. Fakt, ze
procesowi kondensacji chromatyny towarzyszy zjawisko konglomeracji
ziarnistosci interchromatynowych, nasuwat przypuszczenie, ze istnieja
powigzania witdkienek chromatynowych ze skupiskami 1G. Za pomocg
autoradiografii w mikroskopie elektronowym rzeczywiscie stwierdzono
znakowanie trytowang tymidyng konglomeratéw |G powstatych pod
wptywem cytostatyku — Ledakrinu [35]. Poniewaz wiadomo, ze ziar-
nistosci interchromatynowe same w sobie nie zawierajg DNA, wyniki
te moglyby wiec Swiadczyé o obecnosci w obrebie konglomeratéw IG
wibdkienek chromatynowych, ktére zostaty tam ,uwiezione” w procesie
agregowania matych skupisk 1G.

Jakkolwiek zjawisko agregowania ziarnistoSci interchromatynowych
stanowi charakterystyczng odpowiedz IG na rézne czynniki zmieniaja-
ce metabolizm komoérki, nie jest ono reakcjg swoistg, ktéra umozliwiata-
by zrozumienie powigzan funkcjonalnych 1G z innymi strukturami jad-
ra komorkowego. Reakcja ta zachodzi zaréwno w przypadku zakidcenia
funkcji jaderka, jak i zahamowania pozajgderkowej syntezy RNA. Trze-
ba jednak mie¢ na uwadze, ze cytowane opisy zmian w ilosci IG opie-
rajg sie w zasadzie na ocenie szacunkowej. Okreslenie liczby IG w pre-
paratach morfologicznych jest bowiem bardzo trudne ze wzgledu na
mate rozmiary tych struktur i rozproszenie ich w jadrze komérkowym.

I1l. ZIARNISTOSCI INTERCHROMATYNOWE W CZASIE MITOZY

Pierwsza wzmianka na temat zachowania sie 1G w czasie mitozy po-
chodzi z pracy Swifta [95]. W cytoplazmie dzielagcych sie komorek raka
Ehrlicha autor ten zauwazyt obecno$¢ czastek, ktére w utrwalonym ma-
teriale byly oporne na dziatanie RN-azy. Mimo ze wedtug Swifta $red-
nica tych czastek dochodzita zaledwie do 10 nm, utozsamiano je pdzniej
z IG. Nastepnie Fakan i Nobis [29] stwierdzili wystepowanie IG w cy-
toplazmie mitotycznych komoérek CHO. Bielanska-Osuchowska [10] opi-
sata obecno$é tzw. ciatek ziarnistych w cytoplazmie oogonii i oocytéw
zarodkow Swini, sugerujac, ze powstajg one z IG wyrzuconych z jadra
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komoérkowego w czasie podziatéw mitotycznych oogonium. Przy uzyciu
metody immunofluorescencji stwierdzono w cytoplazmie ludzkich ko-
morek Hela i Raji obecno$¢ skupisk 1G, utrzymujacych sie do poznej
telofazy [17]. Stosujac wybidrczo barwienie IG bizmutem [11] oraz wy-
wotujac konglomeracje ziarnistosci interchromatynowych za pomoca Le-
dakrinu, Krzyzowska-Gruca i wsp. [45] wykazali obecnos$¢ 1G utrzy-
mujacych sie w postaci konglomeratow w cytoplazmie dzielgcych sie
komérek regenerujagcy watroby szczura, raka wysiekowego Ehrlicha
i komorek biataczki mysiej L1210 (ryc. 3). W czasie telofazy obserwo-
wali w cytoplazmie, oprocz dobrze zachowanych konglomeratow IG,
wibdkniste struktury barwigce sie bizmutem, ktére interpretowali jako
obrazy dezintegracji ziarnistosci interchromatynowych. Jednoczesnie
w jadrach potomnych pojawiaty sie mate skupiska IG [45]. Podobne ob-
serwacje poczynili Takeuchi i Takeuchi [97], stosujgc metode barwienia
amoniakalnym azotanem srebra (Ag-AS) wedtug Hernandez-Verdun
1 wsp. [36], Stwierdzili oni cytoplazmatyczng lokalizacje skupisk 1G
w metafazie i telofazie dzielgcych sie ektodermalnych komérek zarod-
kéw szczura. Poniewaz IG nie wystepujg w cytoplazmie komoérek inter-
fazowych, autorzy ci sugerujg wiec, ze w czasie przejscia z telofazy do
interfazy pozostajagce w cytoplazmie IG ulegaja rozproszeniu lub dezin-
tegracji.

IV. ZIARNISTOSCI INTERCHROMATYNOWE JAKO SKELADNIK
MACIERZY JADROWE]

Poczawszy juz od wczesnych lat czterdziestych pojawiato sie wiele
doniesien o istnieniu w jadrze komdrkowym strukturalnej sieci, zbudo-
wanej z wihokienek biatkowych pochodzenia niechromatynowego [53, 88,
95, 106, 107]. Podstawg przypuszczenia o istnieniu takiego wewnetrzne-
go szkieletu byta oporno$¢ czesci biatek jadrowych na czynniki stoso-
wane w celu usuniecia chromatyny. Sieé¢ ta zachowywata ksztalt jadra
po dziataniu wysokich stezen soli (2 M NaCl) i rozcieinczonych alkaliéw.
Niektérzy autorzy na podstawie tych obserwacji sugerowali, ze zbudo-
wana jest ona z rybonukleoprotein i rozcigga sie w jadrze miedzy otocz-
ka jadrowg i jaderkiem. W obrebie tej sieci rozpoznawano czastki ziar-
niste podobne do IG in situ [78, 86, 89]. W 1974 r. Berezney i Coffey
[5] opracowali metode izolacji jadrowej struktury szkieletowej, ktorg
nazwali biatkowa macierzg jadrowg. Metoda ta obejmowata nastepujgce
po sobie ekstrakcje jader roztworem o niskim stezeniu jonéw Mg2+,
2 M NaCl, detergentem i trawienie nukleazami. Otrzymana macierz jad-
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rowa, zbudowana w 98°/0 z biatek, zachowuje ksztatt jadra i sklada sie
z pozostatoSci otoczki jadrowej, resztowego jaderka i tgczacej te kom-
ponenty wewnetrznej widknisto-ziarnistej sieci [5], W obrebie sieci wew-
netrznej stwierdzono obecno$¢ struktur podobnych do skupisk I1G [2, 3,
6, 19]. Krzyzowska-Gruca i wsp. [46] obserwowali zachowanie i lokali-
zacje IG w macierzach jadrowych izolowanych z jagder komdrek watro-
bowych szczuréw traktowanych tioacetamidem, powodujgcym rozpro-
szenie chromatyny, lub Ledakrinem, wywotujgcym jej kondensacje.
Zmianom stopnia kondensacji chromatyny towarzyszyty zmiany roz-
mieszczenia IG w jadrze — ich rozproszenie lub konglomeracja. W pro-
cesie izolacji macierzy jadrowej ziarnisto$ci interchromatynowe zacho-
wywaty nie tylko swojg ultrastrukturalng integralno$é, lecz rowniez
uktad rozmieszczenia w wewnetrznej sieci macierzy charakterystyczny
dla jader in situ (ryc. 4).

Obecno$¢ IG w macierzy jadrowej, strukturze niezbednej do zacho-
wania architektury jadra, oraz, jak sie uwaza, zaangazowanej w pod-
stawowe funkcje jadra komorkowego, takie jak replikacja, transkrypcja
i transport RNA [1, 4], nasuwa pytanie o ewentualny udziat IG w wy-
mienionych funkcjach — strukturalnej i metabolicznej. Rezultaty ba-
dan ostatnich lat, ktore zostang omowione w rozdz. VI, zdajg sie pozy-
tywnie odpowiada¢ na to pytanie.

V. PRZYPUSZCZENIA DOTYCZACE FUNKCIJI IG NA PODSTAWIE
MORFOLOGICZNYCH | BIOCHEMICZNYCH POWIAZAN Z INNYMI
STRUKTURAMI JADRA KOMORKOWEGO

Jakkolwiek wiele informacji zgromadzono na temat budowy ziar-
nistosci interchromatynowych i ich strukturalnych powigzan z innymi
elementami jadra komoérkowego, do dzi$ nie udato sie ustali¢ ich funkcji.
Nieswoista odpowiedZz IG na rdzne czynniki zakl6cajace metabolizm jad-
ra komorkowego nie ulatwia tego zadania. Pomimo to sformutowano
wiele hipotez wigzacych obecno$¢ IG w jadrze z metabolizmem RNA,;
nie udokumentowano jednak przekonujgco zadnej z nich. Juz w Kkilka
lat po odkryciu IG Smetana i wsp. [86] sugerowali, ze geste elektrono-
wo czastki, odpowiadajace IG, sa czescig sieci rybonukleoproteinowej,
ktéra rozciggajac sie miedzy jaderkiem i otoczka jadrowa mogtaby sta-
nowi¢ droge transportu czasteczek RNP z jadra do cytoplazmy. Shankar
Narayan i wsp. [78] postulowali nawet, ze sie¢ RNP, ktdra zawiera IG,
jest miejscem syntezy 18S rRNA lub jego prekursorow. Istnienie funk-
cjonalnego zwiazku IG z jaderkiem sugerowali takze Recher i wsp. [72,
73], Badajac wptyw proflawiny na hodowle komérek ludzkich ME180



Rye. 1. Jadro watroby szczura. Materiat utrwalony w aldehydzie glutarowym. Skrawki
ultracienkie barwione octanem wuranylu i cytronianem wm'olowiu. Strzatki — ziarnistos$ci
interchromatynowe. Powiekszenie 19500 X
Ryc. 2. Jadro watroby szczura 3 godz. po iniekcji Ledakrinu w dawce 10 mg/kg wagi
ciata. Ziarnisto$ci interchromatynowe (IG) tworzg duze skupisko (poréwnaj ryc. 1).
N — Fragment jaderka, ktérego sktadniki ulegly segregacji. Powiekszenie 15600 X



Rye. 3. Komoérka raka wysiekowego Ehrlicha w czasie metafazy. Ziarnistosci inter-

chromatynowe wystepujg w postaci matych skupisk (strzatki) rozrzuconych w cytoplaz-

mie miedzy chromosomami (CH). Materiat utrwalony w 5% aldehydzie glutarowym

i barwiony bizmutem przed zatopieniem w eponie. Skrawek ultracienki kontrastowany
octanem uranylu dla uwidocznienia chromosoméw. Powiekszenie 20 000 X

Ryc. 4. Macierz jadrowa komdrki watrobowej szczura uzyskana przez traktowanie izo-

lowanych jader detergentem niejonowym, DN-azg | i buforem o wysokiej sile jono-
wej. Ziarnistosci interchromatynowe (strzatki) sa wyraznie widoczne wsréd widknistych
i ziarnistych struktur wewnetrznej macierzy; L — warstwa gesta ostonki jadrowej,

N — resztkowe- jaderko s~-Powiekszenie 25000 X
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obserwowali oni tworzenie sie fibrylarnych guzkéw (fibrillar nodules)
pochodzacych z fibrylarnej czesci jaderka, ktére wystepowaly w Scistym
powigzaniu z IG [72]. Podobne obrazy opisano pod wptywem kordyce-
piny [73]. Na podstawie nastepnych doswiadczen, w ktérych hodowle
komérkowe traktowano aktynomycyng D, Recher i wsp. [74] wysuneli
przypuszczenie, ze |G powstajg z pewnej czeSci granularnego kompo-
nentu segregowanego jaderka, tzw. frakcji P2 Zaréwno frakcja P2 jak
i zwiazane z nig ziarnisto$ci interchromatynowe znakowaty sie tryto-
wang urydyna w czasie 45-minutowej inkubacji w obecnosci antybio-
tyku. Autorzy sugerowali istnienie relacji prekursor-produkt miedzy
granularnymi elementami jaderka i IG; te ostatnie zawieratyby 28S
rRNA. Inng sugestie przedstawit Singer [84], ktdry uwazal, ze konglo-
meraty IG, przylegajace do resztek jaderka w ludzkich komérkach NB
zakazonych parvowirusem HI, moga stanowi¢ produkty dezintegracji
jaderka.

Pojawity sie réwniez prace sugerujgce powigzanie IG z procesami
pozajaderkowej syntezy RNA. W warunkach zahamowania jaderkowej
syntezy RNA lasiokarping stwierdzono za pomocg autoradiografii wbu-
dowywanie trytonowej urydyny w obszary jadra komorkowego, zawie-
rajace 1G [57].

Istniaty réwniez przypuszczenia, ze IG sg miejscem wewnatrzjadro-
wego przechowywania informoferé6w — czastek RNP o wspo6tczynniku
sedymentacji 30S, wigzacych hnRNA [75 76]. Louis i Sekeris [51]
stwierdzili, ze po zahamowaniu syntezy hnRNA przez a-amanityne ilo$¢
wyizolowanych informoferé6w zmniejsza sie. Poniewaz wcze$niejsze obser-
wacje morfologiczne wskazywaly, ze w takich warunkach ilos¢ IG w ja-
drze in situ ulega zwiekszeniu [63], wyrazili wiec oni przypuszczenie,
ze |G sg miejscem gromadzenia informoferow nie zaangazowanych w pro-
cesy zwigzane z transkrypcja [51]. Jednakze w nastepnej pracy [92] auto-
rzy wycofali sie z tej hipotezy.

Wassef [104] zwrécita uwage, ze obecno$¢ fosforylowanych biatek
w ziarnisto$ciach interchromatynowych odroznia je od mnych czesci
macierzy jadrowej i wysuneta przypuszczenie, ze ziarnistosci te moga
wytycza¢ granice nieaktywnych czesci macierzy jadrowej, zwilaszcza ze
nie zawierajg one szybko znakujgcego sie RNA. Alternatywnie, zdaniem
autorki, 1G mogtyby reprezentowa¢ pule fosforylowanych biatek, zaan-
gazowanych w metabolizm, i transport RNA. Zawierajg one bowiem
aktywnos$ci ATP-azy i GTP-azy, a jak stwierdzono w badaniach in vitro,
transport szybko znakujgcego sie¢ RNA z izolowanych jagder jest zalezny
od ATP i GTP.

Ostatnio Puvion i wsp. [65, 69] ponownie podniesli kwestie zwigzku
IG z funkcja jaderka. W ich doswiadczeniach izolowane komdrki watro-

6 — PBK 4/87
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by szczura znakowano pulsowo trytowana urydyng, a nastepnie hodo-
wano je w obecnosci DRB — zwigzku zaburzajgcego dojrzewanie rybo-
somalnego RNA. W tych warunkach stwierdzono za pomocg wysoko-
rozdzielczej autoradiografii silne znakowanie skupisk 1G. Je$li przed
inkubacjg z prekursorem zahamowano synteze jaderkowego RNA nis-
kimi dawkami aktynomycyny D, to ziarnistoSci interchromatynowe nie
wykazywaty znakowania po postinkubacji komoérek z DRB. Autorzy
stwierdzajg, ze ziarnistoSci interchromatynowe biorg udziat w transpor-
cie lub nagromadzaniu jaderkowego RNA. W ten sposéb bytyby one
zaangazowane w regulacje biogenezy rybosoméw. Stwierdzony w wielu
pracach prawie catkowity brak wbudowywania trytowanej urydyny
do IG w warunkach kontrolnych mozna by, zdaniem autoréw, ttlumaczy¢
duzym tempem transportu podjednostek rybosomalnych z jaderka do
cytoplazmy.

Kilka lat temu Fakan i Puvion [30] wyrazili przypuszczenie, ze ziar-
nistosci interchromatynowe zawierajg niskoczasteczkowe rodzaje RNA
w postaci komplekséw z biatkiem. Powotujgc sie na wyniki badan, sSwiad-
czace o0 obecnosci sSnRNP w informoferach — czastkach, ktdre utozsamiano
wtedy z IG [21, 77], sugerowali oni, ze ziarnisto$ci interchromatynowe
moglyby stanowi¢ pule czasteczek — komplekséw snRNA i biatka.
W pozniejszej pracy przegladowej Puvion i Moyne [68] zwrdcili uwage
na dane dotyczgce wystepowania niskoczgsteczkowych RNA, metabo-
licznie stabilnych, w potaczeniu z macierza jagdrowa. Strukturami jadro-
wymi zawierajagcymi snRNA mogtyby by¢é wiasnie ziarnistosci inter-
chromatynowe, bedace komponentem macierzy jadrowej.

VI. ROLA IG W SWIETLE WYNIKOW BADAN IMMUNOCYTOCHEMICZNYCH

Zastosowanie w ostatnich latach technik immunocytochemicznych
przyniosto potwierdzenie obecno$ci snRNP w ziarnistoSciach interchro-
matynowych i pozwolito na wykrycie réznych biatek 1G za pomocg
przeciwciat monoklonalnych. Lokalizacje snRNP w jadrze komorkowym
umozliwito stwierdzenie, ze przeciwciala zawarte w surowicy 0s6b cho-
rych na toczen rumieniowaty ukladowy i niektére inne choroby auto-
immunologiczne rozpoznajag determinanty antygenowe czastek rybo-
nukleoproteinowych, zawierajgcych snRNA z grupy oznaczonej przez U
[50, 96]. Grupe te stanowig bogate w kwas urydylowy metabolicznie
stabilne kwasy o statej sedymentacji 4S-8S, syntetyzowane przez poli-
meraze Il RNA. Obejmuje ona 8 rodzajow RNA: UIl, U2, U4, U5, US6,
U7, wystepujacych w nukleoplazmie [13, 14, 91], oraz U3 i U8, swoiste
dla jaderka [13, 39, 64]. Z surowicy chorych uzyskano dwa przeciwciata:
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anty-Sm, ktére rozpoznaje determinanty antygenowe snRNP zawierajg-
cych Ul, U2, U4, U5 U6 i U7 oraz anty-RNP rozpoznajgce tylko Ul
snRNP. Biochemicznie stwierdzono, ze wszystkie nukleoplazmatyczne
SNRNP z tej grupy sg zasocjowane z hnRNP. Sugeruje sie, ze mogg one
petni¢ role w dojrzewaniu pre-mRNA i jego transporcie [13, 21, 33, 62].

W 1983 r. Spector i wsp. [87] przedstawili za pomocg metody immu-
nofluorescencji lokalizacje snRNP w komorkach PtK2 i watrobiaka No-
vikoffa. Stwierdzili obecno$¢ snRNP w regionach nukleoplazmy, zaj-
mowanych zwykle przez skupiska 1G. Po traktowaniu komérek DRB
inhibitorem syntezy RNA obserwowano przesuniecie fluorescencji do
centralnych cze$ci jader, ktore w mikroskopie elektronowym wykazujg
obecno$¢ duzych konglomeratow 1G, powstatych pod wpltywem tego
zwigzku. Ostatnio Fakan i wsp. [28], stosujac przeciwciata skomplekso-
wane ze ziotem (metoda immunoztotowa), zbadali w mikroskopie elek-
tronowym lokalizacje antygenu rozpoznawanego przez przeciwciato anty-
-Sm. Autorzy zastosowali do tego celu surowice chorych na choroby
tkanki tacznej oraz odpowiednie przeciwciato monoklonalne. Sposréd
elementow ultrastrukturalnych jgdra komdrkowego najsilniej znakowa-
ne ztotem byty ziarnistosSci interchromatynowe. Zdaniem autoréw, obec-
nos¢ snRNP w obrebie skupisk |G sugeruje, ze ziarnistosci interchro-
matynowe petnig funkcje przechowywania snRNA, a poniewaz stanowig
one wyraznie rozpoznawalny nukleoplazmatyczny komponent w obre-
bie wewnetrznej sieci macierzy jadrowej, nie mozna wiec wykluczyé
rowniez mozliwosci strukturalnej roli snRNP w architekturze jadra.

Puvion i wsp. [70] zidentyfikowali metodag immunocytochemiczng
w mikroskopie elektronowym jadrowe struktury zawierajgce SnRNP
w izolowanych komérkach watrobowych szczura w warunkach kontrol-
nych oraz w komérkach, w ktérych wywotano zmiany ilosci i rozmiesz-
czenia komponentébw RNP po traktowaniu DRB lub CdCl2 Biatka
snRNA uwidaczniano za pomocag przeciwcial znakowanych peroksydaza
lub ztotem koloidalnym. W komoérkach kontrolnych metoda z uzyciem
peroksydazy ujawnita obecno$¢ snRNP w widknisto-ziarnistych struk-
turach nukleoplazmy, obejmujgcych takze skupiska IG. Po zastosowaniu
metody z uzyciem koloidalnego ztota najsilniej znakowanymi struktu-
rami okazaty sie skupiska ziarnisto$ci interchromatynowych. W komoér-
kach traktowanych DRB skupiska 1G ulegaty agregacji i w metodzie
peroksydazowej konglomeraty te byty miejscem najsilniej znakowanym,
przy bardzo stabym znakowaniu reszty przestrzeni pozajgderkowej. Wy-
niki te, zdaniem autoréw, wskazuja, ze IG sg miejscem magazynowania
niskoczasteczkowego RNA. Wcze$niej wykazano, ze w komorkach trak-
towanych DRB ziarnistoSci interchromatynowe zawieraja takze rybo-
somalny RNA, przeto mogtyby bra¢ udziat w transporcie podjednostek
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rybosomalnych i/lub regulacji biogenezy rybosoméw [69]. Opierajac sie
na danych dotyczacych obecnosci snRNP w ziarnisto$ciach interchroma-
tynowych, autorzy [70] rozpatrujag mozliwo$¢ udziatu niskoczasteczko-
wych RNP w wymienionych procesach. Réwnoczesnie 1G moglyby byé
wedtug nich zaangazowane w utrzymaniu architektury jgdra komor-
kowego.

W 1984 r. Clevenger i Epstein [16, 17] zastosowali przeciwciata mono-
klonalne w celu ultrastrukturalnej lokalizacji odpowiednich antygenéw
w jadrze komdrkowym. Przeciwciato oznaczone 780-3, nalezgce do klasy
IgM, rozpoznawato swoiscie komponent biatkowy ziarnistosci interchro-
matynowych. Reakcja immunologiczna, wykonana po przeniesieniu na
filtry nitrocelulozowe biatek jadrowych rozdzielonych w zelu (immuno-
blotting), wykazata, ze przeciwcialo 780-3 wigze sie z polipeptydami
0 ciezarach czasteczkowych 105 000 i 41 000. Biatka te, zdaniem autorow,
moga by¢ dimerem lub monomerem tego samego biatka lub tez biatko
41 000 jest produktem proteolitycznego trawienia biatka 105 000. Stosu-
jac metode posredniej immunofluorescencji stwierdzili oni odmienng
lokalizacje badanego biatka w komoérkach ptodowych, dojrzatych i trans-
formowanych, a takze w réznych fazach cyklu komorkowego. W doj-
rzatych ludzkich fibroblastach fluorescencja wystepowata w postaci pla-
mek tylko na terenie jadra komérkowego z wytgczeniem jaderek. Po-
dobng lokalizacje, ale zwiekszong ilos¢ badanych biatek, stwierdzono
w komérkach transformowanych, natomiast w komorkach mitotycznych
zanotowano pojawienie sie duzej ilosci badanych biatek w cytoplazmie.
Komorki ptodowe wykazywaty dodatkowo fluorescencje nad obszarami
jaderka. Badajac lokalizacje biatek 41 000 i 105 000 w mikroskopie elek-
tronowym z uzyciem przeciwciat zwigzanych ze zlotem, autorzy stwier-
dzili wyrazne znakowanie wszystkich skupisk ziarnistosci interchroma-
tynowych, a takze stabe znakowanie jgderek. W metafazie wystepuje
silne znakowanie w cytoplazmie, obejmujgce takze konglomeraty IG.
Wedtug autorow, zastosowanie monoklonalnego przeciwciata 780-3 sta-
nowi obsolutnie czutg prébe, mogacag stuzy¢ do wykrywania I1G. Wyrazili
oni takze bardzo S$miaty, cho¢ stabo podbudowany wynikami poglad
0 istnieniu zwigzku prekursor-produkt miedzy jaderkiem i ziarnistoscia-
mi interchromatynowymi. |G stuzytyby, ich zdaniem, jako elementy
strukturalne budujgce jaderko, ktére ulegaja zespoleniu lub rozpadowi
zaleznie od fazy cyklu komérkowego. Na funkcjonalny zwigzek I1G z ja-
derkiem wskazujg réwniez wyniki pracy Hiigle i wsp. [37]. Obrali oni
jako model doswiadczalny oocyty Xenopus laevis ze wzgledu na wy-
sokie tempo wytwarzania rybosomow w tych komdrkach przez liczne,
transkrypcyjnie aktywne pozachromosomowe jgderka. Stosujagc mono-
klonalne przeciwciato No-194, zidentyfikowali kwasne biatko o ciezarze
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czasteczkowym 40 000, ktoére nazwali rybocharyng. Badania biochemicz-
ne wykazaty, ze biatko to jest zasocjowane z granularnym komponen-
tem jaderka i wyizolowanymi nukleoplazmatycznymi czgstkami 65S. Nie
stwierdzono jego obecnosci w rybosomach. Metoda immunoziotowa
w mikroskopie elektronowym wykazano lokalizacje rybocharyny w gra-
nularnym komponencie jaderka i w IG.

W czasie mitozy czastki zawierajagce rybocharyne sa zasocjowane
z powierzchnig chromosomow, a w poznej telofazie gromadzag sie w re-
konstytuowanym jgderku. Na podstawie tych wynikéw autorzy sadza,
ze rybocharyna reprezentuje rodzaj jaderkowego nierybosomalnego biat-
ka, ktore tgczy sie z czasteczkami prekursorowymi, zawierajgcymi 28S
rRNA, jeszcze w obrebie jaderka. Chociaz nie udato sie zidentyfikowaé
rybocharyny u wyzszych kregowcéw — ptakéw i ssakdéw, autorzy su-
geruja, ze biatko jadrowe o podobnych witasciwosciach moze istniec
rowniez u innych gatunkéw. Czastka 65S, ktéra zawiera 28S rRNA,
rézne biatka rybosomalne i rybocharyne, bytaby, zdaniem autorow,
specjalng forma nukleoplazmatycznego prekursora duzej podjednostki
rybosomalnej w drodze do cytoplazmy. Ziarnistosci interchromatynowe
stanowityby ultrastrukturalny odpowiednik czastek 65S.

Na role ziarnistosci interchromatynowych, jako elementéw macierzy
jadrowej, w procesach transkrypcji, dojrzewania i transportu pozarybo-
somalnego RNA wskazujag wyniki pracy Lehnera i wsp. [49]. Stosujac
przeciwciato monoklonalne 1-14 i metode immunoztotowg, autorzy zba-
dali rozmieszczenie odpowiedniego biatka w obrebie jadra komorkowego
i macierzy jadrowej. Biatko to, o ciezarze czagsteczkowym 40 000, zostato
zlokalizowane gtdwnie w ziarnistosciach interchromatynowych. Wyste-
puje ono rowniez we widkienkach perichromatynowych, a ponadto poza
jadrem w mitochondriach. Badajgc mozliwo$¢ udziatu biatka 1-14 w pod-
stawowych procesach jadrowych, takich jak replikacja i transkrypcja,
autorzy S$ledzili jego rozmieszczenie w trzech typach komorek kurczecia
0 réznym stopniu zréznicowania:

1) w embrionalnych fibroblastach o aktywnych procesach replikacji
1transkrypciji;

2) w zroznicowanych in vitro wielojagdrzastych witdknach migs$nio-
wych nie dzielgcych sig, ale aktywnych transkrypcyjnie;

3) w dojrzatych erytrocytach, w ktérych nie zachodzi zaden z tych
procesow.

Metoda immunofluorescencji ujawnita obecno$¢ biatka rozpoznawa-
nego przez przeciwciato 1-14 tylko w embrionalnych fibroblastach i wtok-
nach miesniowych. Za pomocg metody immunoblotingu potwierdzono
brak antygenu o ciezarze czasteczkowym 40 000 w jadrach erytrocytow.
Oporno$¢ antygenu na rdzne techniki ekstrakcji, stosowane zwykle do
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uzyskania macierzy jadrowej, wskazuje, zdaniem autorow, ze uczest-
niczy on w organizacji jadra jako element szkieletowy, zaangazowany
rowniez w procesach transkrypcji, dojrzewania lub transporcie RNA.

VIl. UWAGI KONCOWE

1. Przedstawione tu dane o ziarnistosciach interchromatynowych sg
czesto sprzeczne, a ponadto niektdre z nich sg watpliwe. Sposrdd réz-
nych hipotez, dotyczacych funkcji 1G w jadrze komdrkowym, zadna
nie jest przekonujgco udokumentowana. Hipotezy te bardzo czesto nie
uwzgledniajg danych doswiadczalnych innych autoréw, dotyczgcych réz-
nych struktur jadra komdérkowego.

2. Wyniki ostatnich prac skianiajg ku pogladowi, ze istnieje zwigzek
ziarnistos$ci interchromatynowych z funkcja jaderka.

3. Zastanawiajgce jest, ze pomimo iz IG sa bardzo konserwatywne
morfologicznie, wystepuja w nich biatka swoiste gatunkowo, np. rybo-
charyna.

4. Zjawisko agregowania ziarnistosci interchromatynowych w duze
konglomeraty mozna by wykorzysta¢ w celu wyizolowania tych struk-
tur. Pozwolitoby to na okreslenie ich sktadu chemicznego i poznanie
charakterystycznych biatek. Zadanie to moze jednak utrudniac¢ Scisty
zwigzek IG z elementami macierzy jadrowej.

5 Wydaje sie, ze okreSlenie metodami immunocytochemicznymi
struktury ziarnistosSci interchromatynowych moze poméc w okresleniu
ich funkcji w jadrze komérkowym.
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Zdzistaw SMORAG

Zaktad Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Zwierzat
Instytutu Zootechniki w Krakowie-Balicach

Streszczenie. Obserwowany w ostatnich kilkunastu latach postep w zakresie za-
mrazania zarodkéw bydlecych doprowadzit do uproszczenia oraz znacznej efektyw-
nosci (okoto 40%) stosowanych metod. Wykazano tez mozliwo$¢ zamrazania zarod-
kéw przez witryfikacje. Sposr6d metod uzyskiwania monogenetycznego potomstwa
u bydta, praktyczne zastosowanie znajduje bisekcja morul i blastocyst, jako me-

toda prosta i umozliwiajgca uzyskanie wr odpowiednich warunkach okoto 50%
ciezarnych biorczyn.

Summary. The progress in methods of cattle embryo freezing that has been
observed for the last several years led to simplification and considerable effecti-
veness (approx. 40%) of these methods. Moreover the possibility of embryo freezing
by vitrification has been demonstrated lately. Among other methods of obtaining
monogenetic offsprings the bisection of morulae and blastocysts has found its
practical application as a simple and effective method which allows to obtain
under optimal conditions approx. 50% of pregnant recipients.

WSTEP

Przenoszenie zarodkdéw u bydta jest metodg umozliwiajgca zwieksze-
nie wydajno$ci rozrodczej samicy. Przy naturalnym rozrodzie uzyskuje
sie od jednej krowy w ciggu jej zycia od 4 do 5 cielgt. Stosujgc metode
przenoszenia zarodkow, liczbe te mozna zwiekszyé kilkakrotnie, a znane
sg przypadki krow, od ktérych uzyskano po kilkadziesigt cielat. JeSli
wiec metoda jest zastosowana w rozrodzie krow najbardziej wartoscio-
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wych pod wzgledem hodowlanym, to przyspiesza postep hodowlany,
zwigkszajgc istotnie skuteczno$¢ dotychczas stosowanych metod ho-
dowlanych. W aspekcie weterynaryjnym natomiast metoda moze by¢
wykorzystana do uzyskiwania zdrowego potomstwa od samic dotknie-
tych chorobami zakaznymi. Ostonka przejrzysta zarodka jest bowiem
nieprzepuszczalna dla drobnoustrojéw. Dlatego tez do czasu wylegniecia
zarodek jest chroniony przed infekcja.

Z wielu powodow metoda przenoszenia zarodkéw znajduje najwiek-
sze zastosowanie u bydta, chociaz bywa stosowana do realizacji ograni-
czonych celéw praktycznych w hodowli owiec, koni czy $win. Prak-
tyczne stosowanie metody przenoszenia zarodkow u bydta obserwuje sie
na Swiecie od potowy lat siedemdziesigtych. Od tego czasu notuje sie
jej systematyczny rozwdj, obejmujacy coraz to nowe kraje. Trzeba jed-
nak zaznaczyé, ze skala praktycznego stosowania metody jest niepordw-
nywalna ze sztucznym unasienianiem u bydta. Przenoszenie zarodkow
jest z praktycznego punktu widzenia metodg do$¢ skomplikowang, mimo
ze w ciggu ostatniego dziesieciolecia zanotowano wiele istotnych uprosz-
czen.

Pierwszym ogniwem metody jest superowulacja samic-dawczyn, po-
zwalajgca na uzyskanie zwiekszonej liczby zarodkéw w jednym cyklu.
Osigga sie jg na ogot przez podanie gonadotropin przysadkowych lub
pozaprzysadkowych w potowie fazy lutealnej cyklu. Po dwoch dniach
od podania gonadotropin samicom podaje sie jeden z analogdéw prosta-
glandyn PGF2aifa, zwigzku o dziataniu luteolitycznym. Po kolejnych
dwoch, trzech dniach dochodzi do rui i owulacji i wéwczas zwierzeta
sg inseminowane.

Uzyskiwanie zarodkéw odbywa sie na ogot po 7 dniach od owulacji
i zaptodnienia, na drodze niechirurgicznej, poprzez przeptukanie rogéw
macicy za pomocag kateteru. Wprowadzony ptyn jest po przeptukaniu
rogbw macicy zbierany do naczyn, a zarodki wyszukiwane za pomocg
mikroskopu stereoskopowego. Stosujac odpowiednie preparaty hormo-
nalne i wilasciwie wyselekcjonowane krowy, mozna uzyskaé od jednej
dawczyni $rednio od 5 do 7 nadajacych sie do przenoszenia zarodkow.

W warunkach laboratoryjnych 7-dniowe zarodki bydlece zachowuja
zdolnosci zyciowe przez okoto 8 godz. W tym tez czasie powinny by¢
wprowadzone do drég rodnych zsynchronizowanych biorczyn. Wprowa-
dzanie zarodkoéw odbywa sie na og6t na drodze niechirurgicznej i polega
na umieszczeniu zarodka za pomocg katetera w ipsilateralnym rogu
macicy. Skuteczno$¢ przenoszenia zarodkow Swiezych wynosi od 50

do 60°/0.
Przedstawione tu zasadnicze ogniwa metody przenoszenia zarodkéw
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moga by¢é wzbogacone przez zastosowanie metod uzupeiniajacych. Dwie
z nich znajdujg juz zastosowanie w praktyce niektérych stacji przeno-
szenia zarodkdw. Sg nimi zamrazanie oraz dzielenie.

1. KRIOBIOLOGIA JAJ | ZARODKOW

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie aktualnego stanu badan
oraz osigganych wynikdw w zakresie zamrazania zarodkoéw zwierzat
gospodarskich, a zwiaszcza bydlecych. Uwzgledniono réwniez badania
przeprowadzone na zarodkach lub komdrkach jajowych zwierzat labo-
ratoryjnych, gdy dotyczyty one zagadnien nowych z punktu widzenia
kriobiologii, mogacych mie¢ znaczenie dla rozwoju metod zamrazania
zarodkéw zwierzat gospodarskich.

Istnieje zgodno$¢, ze siedmio-, a takze oSmiodniowe zarodki bydlece,
stanowig z punktu widzenia zamraznia, optymalne stadium rozwoju.
Nalezy tu jednak podkresli¢, ze osiggniete stadium rozwoju zarodka
powinno odpowiada¢ jego wiekowi, czyli powinny to by¢ zarodki w sta-
dium pdznej moruli do ekspandujacej blastocysty. Réwnie istotny jest
dobry stan morfologiczny zamrazanych zarodkéw. Wiadomo jednak, ze
oprécz zarodkéw ocenianych jako morfologicznie normalne, przynaj-
mniej kilkanascie procent uzyskanych zarodkéw wykazuje zaburzenia
rozwojowe, takie jak niewbudowane blastomery, degeneracja czesci bla-
stomerow itd. Cechg wspdblng tych zarodkdéw jest mniejsza, w stosunku
do zarodkow normalnych, og6lna liczba komorek. Prdécz tego, jak to
wykazaty badania Theron i wsp. [50] w czasie zamrazania w blasto-
cyscie bydlecej dochodzi do uszkodzenia od 10 do 80°/0 komoérek (prze-
cietnie 25°/0). Jest wiec zrozumiate, ze wyniki po transplantacji takich za-
rodkow sg zdecydowanie gorsze w pordwnaniu z wynikami uzyskiwa-
nymi po transplantacji mrozonych zarodkéw ocenianych jako morfolo-
gicznie normalne [18, 36, 37]. Dochodzi do zbyt duzej redukcji komédrek
zarodka, najpierw w wyniku zaburzen w rozwoju, a nastepnie w trak-
cie ich zamrazania i rozmrazania. Takie wyjasnienie potwierdzajg wy-
niki badan nad zamrazaniem zarodk6éw o eksperymentalnie zmniejszo-
nej liczbie komérek w wyniku ciecia zarodka na 2 lub 4 czesci [5, 6],
Obserwowany tutaj spadek przezywania jest podobnie jak w przypadku
zarodkéw z deformacjami morfologicznymi, nieproporcjonalnie wiekszy
niz po przenoszeniu ,potowek” lub ,éwiartek” zarodkéw Swiezych.

Pierwszym etapem postepowania zmierzajgcego do zamrozenia za-
rodka jest jego umieszczenie w piynie zawierajagcym odpowiednig kon-
centracje zwiazku ostaniajacego. Dopuszczalne jest bezposrednie umiesz-
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czenie zarodka w plynie zawierajacym zwigzek ostaniajgcy w ilosci wy-
maganej do skutecznego zamrozenia [6, 20]. Czas ekwilibracji w tempe-
raturze pokojowej wynosi dla glicerolu 10-30 min.

Przez wiele lat najczesSciej stosowanym do zamrozenia zarodkéw
ssakéw zwigzkiem ostaniajgcym byt dwumetylosulfotlenek (DMSO).
Ostatnio natomiast obserwuje sie coraz powszechniejsze uzycie glicerolu.
Glicerol okazat sie lepszym zwigzkiem ostaniajgcym przy zamrozeniu
8-blastomerowych zarodkéw mysich [42], a mikroskopowe obserwacje
Raita i Potga [32] potwierdzity jego dobre witasciwosci ostaniajgce. Do
zamrazania zarodkéw bydlecych uzywa sie glicerolu w stezeniu od 1
do 2 M, najczesciej 1,4 lub 1,5 M.

Ze wzgledu na potwierdzong wielokrotnie niewrazliwo$¢ morul i bla-
stocyst bydlecych na zmiany termiczne w zakresie od temperatury po-
kojowej do kilku stopni ponizej 0°C, praktykuje sie obecnie bezposrednie
przektadanie poddanych ekwilibracji zarodkow z temperatury pokojo-
wej do temperatury posiewania, czyli okoto —6°C [cyt. za 20]. Ten
szczegdt metodyczny, podobnie jak jednostopniowe dodawanie zwigzku
ostaniajgcego, wnoszg znaczne uproszczenia do procedury zamrazania.
Jeszcze wieksze uproszczenie tego procesu wynikio z mozliwosci znacz-
nego skrocenia programu zamrazania od okoto —70°C do okoto —30 do
—40°C. Obecnie niemal powszechnie praktykuje sie zamrazanie zarod-
kéw bydlecych wedlug tego uproszczonego programu, najczesciej do
temp. —30 lub —35°C. Wydaje sie, ze koAcowa temperatura zamrazania,
wynoszgca —35°C, jest temperaturg optymalng [2]. Najczesciej stosowa-
ng szybkosScig zamrazania jest szybko$¢ utrzymujgca sie w granicach
okoto 0,3°C/min. Zwiekszenie tej szybkosci do 1,0°C/min pozwala jesz-
cze na uzyskiwanie dos¢ wysokich wynikow zamrazania [19].

Jak juz wspomniano, warunkiem uzyskania wysokiej przezywalnosci
zarodkOow zamrazanych wedtug opisanej procedury jest ich szybkie roz-
mrazanie. Osigga sie to na ogo6t przez umieszczenie amputki lub stomki
z zamrozonymi zarodkami w taZzni wodnej o temperaturze +37°C. Po
rozmrozeniu niezbednym zabiegiem jest usuniecie substancji ostaniaja-
cej z komoérek zamrazanego zarodka. Dla unikniecia szoku osmotycznego,
czynno$¢ ta byla wykonywana stopniowo. Praktycznie oznaczato to
przenoszenie zarodka poprzez kilka roztwor6w o zmniejszajacej sie
koncentracji zwiagzku ostaniajgcego. Ten rygorystyczny wymdg stanowit
znaczne utrudnienie w praktycznym stosowaniu mrozonych zarodkow,
wymagajacym zaréwno czasu i sprzetu, jak i umiejetnosci manipulowa-
nia zarodkami. Zmiang metodyczng o istotnych konsekwencjach prak-
tycznych jest wprowadzenie do rozmrazania zarodkéw roztworu sacha-
rozy. Sacharoza jest zwigzkiem, ktory nie przenika do wnetrza komorki
i moze utrzymywac¢ wysokie ciSnienie osmotyczne na zewnatrz komoérki,
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podczas usuwania zwigzku ostaniajacego. Zwigzek ten zostal po raz
pierwszy uzyty do jednostopniowego usuwania glicerolu z rozmrazanych
czerwonych ciatek krwi przez Rowe i wsp. [cyt. za 20]. Nastepnie Leibo
i Mazur [cyt. za 20] oraz Kasai i wsp. [17] uzyli sacharozy do rozmra-
zania zarodkéw mysich. Podobng procedure usuwania zwigzku ostania-
jacego z rozmrozonych 7-dniowych zarodkow bydlecych zastosowali
Renard i wsp. [34] oraz Leibo [21]. Wymienieni autorzy zamrazali za-
rodki w stomkach, zawierajgcych oprdécz niewielkiej ilosci ptynu z za-
rodkiem, kilkakrotnie wiekszg objeto$¢ roztworu sacharozy, oddzielonej
od pitynu z zarodkiem niewielkg banka powietrza. Bezposrednio po
rozmrozeniu, przez wstrzasniecie stomka, nastepuje zmieszanie tych
dwoch pltynéw, a zarodek dostaje sie do Srodowiska zawierajgcego sa-
charoze, co pozwala na usuniecie zwigzku ostaniajgcego z komdrek za-
rodka. Odbywa sie to bez otwierania stomki i pozwala na bezposrednig
transplantacje zarodka. Mozliwe jest rédwniez stosowanie tego sposobu
usuwania zwigzku ostaniajgcego w przypadku zarodkow zamrazanych
w amputkach. Woéwczas zarodek po wyjeciu z probdwki nalezy umiescié
w kropli roztworu zawierajagcego od 0,5 do 1,0 M sacharozy [20]. Opty-
malna koncentracja sacharozy w roztworze do jednostopniowego usu-
wania glicerolu moze by¢ w pewnym stopniu uzalezniona od jego ste-
zenia w ptynie do zamrazania [21, 27].

Czynnikiem rozstrzygajacym o wprowadzeniu zamrazania zarodkéw
do praktyki, zwilaszcza praktyki przenoszenia zarodkéw bydlecych, jest
uzyskiwana efektywnos$¢ zamrazania. Stosujgc wolne zamrazanie i roz-
mrazanie oraz DMSO jako zwigzek ostaniajgcy, uzyskiwano po przenie-
sieniu rozwodj okoto Vs zamrozonych zarodkow. Zastapienie DMSO gli-
cerolem i wprowadzenie skréconego programu zamrazania oraz szyb-
kiego rozmrazania, pozwolito na podwyzszenie efektywno$ci zamrazania.
Ocenia sie, ze zamrazajac i transplantujgc wyselekcjonowane zarodki,
mozna uzyska¢ wynik tylko o 10°/0 nizszy od tego, jaki uzyskuje sie
przenoszac zarodki Swieze [cyt. za 20]. Wyniki, jakie uzyskano po prze-
noszeniu zarodk6éw mrozonych w stomkach i jednostopniowym usuwa-
niu glicerolu przy uzyciu sacharozy, réwniez uktadajg sie na podobnym
[16, 24] lub tylko nieco nizszym poziomie [9, 21]. Informacje, jakie na-
ptywaja z praktyki wskazujg, ze uzyskiwane tam wyniki sg niestabilne
i na ogo6t nizsze od przedstawionych tu.

Dla ograniczenia strat spowodowanych zredukowana liczbg komdrek
zarodka (takimi sg zarodki mrozone), dokonywano préb wzmocnienia
sygnatu embrionalnego poprzez réwnoczesne przenoszenie pecherzy tro-
foblastycznych (Swiezych lub mrozonych), uzyskanych w wyniku ciecia
12-13-dniowych zarodkéw bydlecych. Takie postepowanie doprowadzito

7 — PBK 4/87
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w niektérych przypadkach do poprawy efektywnos$ci transplantacji
mrozonych zarodkéw w granicach 20% [15].

W zwigzku z duzym zainteresowaniem, jakie budzi przenoszenie ,po-
towek” zarodkdw uzyskanych przez dzielenie morul czy blastocyst by-
dlecych, pojawita sie potrzeba konserwacji takich zarodkow. Wyniki,
jakie dotychczas uzyskano, stosujgc konwencjonalne metody zamraza-
nia, $wiadcza, ze jest wprawdzie mozliwe uzyskanie znacznego stopnia
przezywania mrozonych potdéwek, jednak w wiekszosci dotychczaso-
wych prac uzyskane wyniki byty stosunkowo niskie [12, 20]. Z doSwiad-
czen na zarodkach mysich wynika, ze potowki morul czy blastocyst
zamrazane bez ostonek przejrzystych sg o wiele mniej podathe na za-
mrazanie w porownaniu z zarodkami catymi w zona pellucida [38]. Po-
prawe ogolnej efektywnosci mrozonych potowek uzyskuje sie zwiek-
szajac o0go6lng liczbe komdrek zarodkowych, tzn. transplantujagc — za-
miast jednej — dwie potowki [24]. Mozna by réwniez zatozy¢, ze droga
do poprawy efektywnosci transplantacji mrozonych potéwek prowadzi-
taby poprzez rdéwnoczesng transplantacje pecherzy trofoblastycznych,
0 czym juz wczes$niej wspomniano. Niemniej jednak zasadniczego roz-
wigzania nalezy oczekiwa¢ w poszukiwaniu bardziej efektywnych me-
tod zamrazania, minimalizujagcych straty komdérkowe konserwowanych
zarodkéw, a takze w umieszczaniu zamrozonych potdwek w dwoch
ostonkach przejrzystych [29].

Rozw6j badan nad dojrzewaniem oocytow oraz zaptodnieniem in
vitro wzbudzit zainteresowanie opanowaniem metod zamrazania oocy-
tow bydlecych. Z dotychczasowych badan wynika, ze zamrazalno$é nie-
dojrzatych oocytéw jest bardzo niska, podczas gdy oocyty dojrzate sg
bardziej podatne na zamrazanie [13, 46]. Z przedstawionego przegladu
wynika, ze w znacznym stopniu opanowano juz metody zamrazania za-
rodkéw bydlecych. Mozna jednak zaktadaé, ze postepy, jakie obserwuje
sie ostatnio w ogolnej kriobiologii, doprowadzg do istotnych zmian metod
zamrazania zarodkéw, a zwitaszcza dalszego ich uproszczenia.

Poswiecimy nieco uwagi tym badaniom z zakresu kriobiologii, ktdre
zapoczatkowaty juz dos¢ istotne zmiany w podejsciu do praktycznych
probleméw zamrazania wielu obiektow biologicznych, w tym rdéwniez
oocytow i zarodkdw ssakow. Do najwazniejszych nalezg badania nad
dehydratacjg komorek oraz wynikajgcymi z tego konsekwencjami,
obserwowanymi na poziomie organelli komdrkowych, a zwiaszcza bto-
ny komoérkowej.

Komorki zwierzece — jak wiadomo — majg zdolno$¢ znacznej utraty
wody zaréwno w warunkach izotermicznych, np. pod wpltywem roz-
tworéw hypertonicznych, jak iw trakcie zamrazania, w obecnosci krysz-
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tatdw lodu. Zdolno$¢ najwiekszej utraty wody, bez negatywnego wpty-
wu na funkcje fizjologiczne, majg zwierzeta anhydrobiotyczne. Komorki
ssakOw natomiast majg zroznicowane mozliwosci osmotycznego usuwa-
nia wody. Sadzi sig, ze utrata zdolnosci zyciowych komorek na skutek
odwodnienia moze byé konsekwencjag nadmiernego wzrostu koncentracji
elektrolitébw wewnatrzkomdrkowych [22], osiggniecia minimalnej obje-
tosci [23] lub przekroczenia granicy tolerancji btony plazmatycznej na
deformacje podczas obkurczania [53]. Te letalne dla odwodnionych ko-
morek procesy, obserwowane na poziomie blony plazmatycznej, obja-
wiajg sie przechodzeniem fosfolipidow btony z fazy blaszkowatej w przej-
Sciowa [8]. Niektore weglowodany moga jednak stabilizowaé btone przy
niskiej zawartosci wody [8], nie dopuszczajagc do powstania fazy przej-
Sciowej. Chen i wsp. [cyt. za 8] wykazali, ze najbardziej efektywne pod
tym wzgledem sg dwu- i trojcukry, chociaz podobne wiasciwosci wy-
kazuje takze trehaloza. Wtasnie uzycie trehalozy, a zwlaszcza sacharozy,
jako nie penetrujacych zwigzkéw do uzyskania dehydratacji komorek
w warunkach izotermicznych, jak réwniez do osiagniecia wiekszej sta-
bilizacji btony zamrazanych komorek, umozliwito opracowanie prostych
i szybkich metod zamrazania. Badania Renarda i wsp. [34], Bui-Xuan-
-Nguyen i wsp. [4], Heymana i wsp. [11] oraz Renarda i wsp. [35] wy-
kazaty, ze przezywalnos¢ zarodkow kroliczych i bydlecych nie jest obni-
zona po przetrzymywaniu przez 30 min w stanie obkurczonym w roz-
tworze 1-molarnej sacharozy.

Inne obserwacje wykazaly, ze zarodki krélicze przezywajg 30-minu-
towag ekspozycje nawet w 2-molarnym roztworze sacharozy, czy tez
w nasyconym roztworze trehalozy [43]. Umieszczone w hypertonicznym
roztworze zarodki reagujg szybka zmiang objetosci (do okoto 40% obje-
tosci wyjsciowej). W wielu przypadkach dochodzi takze do zmian od-
wracalnych btony cytoplazmatycznej, w postaci pecherzy na powierzchni
blastomeréw, ktore znikajg po ponownym umieszczeniu w roztworze
fizjologicznym. Uzycie sacharozy pozwolito ostatnio opracowac¢ bardzo
prostg i efektywng metode zamrazania zarodkéw kroliczych [35, 45],
Metoda ta polega na przekladaniu odwodnionych w temperaturze po-
kojowej zarodkéw wprost z temperatury pokojowej do temp. —25 [45]
lub —30°C [35]. Po przetrzymywaniu w tych temperaturach przez okoto
150 min, zarodki sg przektadane do ciektego azotu. Metoda ta jest wiec
prosta i moze by¢ stosowana niemal w kazdych warunkach. Efektyw-
no$¢ metody w przypadku 2-blastomerowych zarodkow kréliczych jest
porownywalna z efektywnoscig metod konwencjonalnych. Préba zasto-
sowania jej do zamrazania zarodkow bydlecych, zaréwno blastocyst [5],
jak i zarodkéw 1- lub 2-blastomerowych, czy tez oocytéw [13, 46], nie
zapewnia w chwili obecnej tak dobrego ich przezywania.
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Jak to juz tu przedstawiono, mozliwosci odwadniania zarodkow
w temperaturze pokojowej sa nadspodziewanie duze, a uzyskiwane
zmniejszenie objetosci zarodka jest poréwnywalne z tym, jakie osiggaja
zarodki po zamrozeniu do temperatury cieklego azotu. Juz w wielu
pracach wykazano, ze istnieje mozliwos¢ zamrazania silnie odwodnio-
nych zarodkdw mysich przez przetozenie ich wprost z temperatury po-
kojowej do ciektego azotu lub par azotu (zamrazanie przez witryfika-
cje) [7, 25, 33, 37]. Do zamrazania zarodkéw mysich poprzez witryfi-
kacje bardzo efektywna okazata sie mieszanina penetrujagcych i nie-
penetrujacych zwigzkéw ostaniajgcych, a mianowicie DMSO, acetamidu,
glikolu propylenowego oraz glikolu polyetylenowego [33]. W dotych-
czasowych dosSwiadczeniach nad zamrazaniem zarodkow bydlecych przez
witryfikacje uzyskano réwniez znaczny stopien ich przezywania zaréw-
no in vitro, jak tez in vivo [7, 25]. Mozna wiec zaklada¢, ze w niedtugim
czasie witryfikacja stanie sie metodg zamrazania zarodkow bydlecych.

2. UZYSKIWANIE MONOGENETYCZNEGO POTOMSTWA

Rozwdj izolowanych blastomerdw ssakéw zostat stwierdzony po raz
pierwszy u 2-komoérkowych zarodkéw szczura w 1942 r. przez Nicholasa
i Halla [28]. Nastepnie badania Seidela z lat pieédziesigtych wykazatly
zdolno$¢ rozwoju pojedynczych blastomerow krolika [cyt. za 49]. Pod
koniec lat pieédziesigtych badania nad rozwojem pojedynczych blasto-
merdw 2-, 4-, i 8-komorkowego zarodka myszy zostaly przeprowadzone
przez Tarkowskiego [47, 48] oraz Tarkowskiego i Wroblewska [49].
Z badan tych wynikato, ze istnieje mozliwo$¢ petnego rozwoju pojedyn-
czych blastomerow, chociaz prawdopodobieAstwo normalnego rozwoju
zmniejszato sie wraz z wiekiem zarodka. W pracach opublikowanych
w ostatnich latach potwierdzone zostaty wyniki wczedniejszych badan
Tarkowskiego, dotyczacych zdolnosci do petnego rozwoju zarodkéw my-
sich 2-, 4- czy 8-blastomerowych, a ponadto stwierdzono réwniez roz-
wa@j izolowanych blastomeréw uzyskanych z zamrozonych zarodkow [41].

Podobnie mozliwosci takie zostaty stwierdzone pod koniec lat siedem-
dziesigtych u zwierzat gospodarskich. Badania Willadsena [54] dopro-
wadzity do opracowania metody uzyskiwania monozygotycznych bliz-
nigt u owiec. Blastomery zarodkéw owczych w stadium od 2 do 8 ko-
maérek izolowano mechanicznie, a nastepnie umieszczano w zastepczych
ostonkach przejrzystych, po czym zatapiano w cylindrach agarowych.
Cylindry z blastomerami umieszczano w podwigzanych jajowodach
owcy i hodowano az do osiagniecia przez zarodek stadium moruli lub



kierunki embriologii stosowanej 355

blastocysty. Wéwczas cylindry wyptukiwano z jajowodoéw, a zarodki
uwalniano z agaru. Uzyskane zarodki przenoszono ostatecznie do zsyn-
chronizowanych wtasciwych biorczyh. Chociaz efektywno$¢ metody byta
wysoka, to jednak konieczno$¢ dwukrotnego przenoszenia powoduje, ze
z praktycznego punktu widzenia jest to metoda zbyt skomplikowana.
Z tych powodow bardziej interesujgce jest dzielenie wykonywane na
zarodkach w po6zniejszych stadiach rozwojowych, tzn. stadium moruli
i blostocysty. Pierwsze udane proby dzielenia zarodkéw znajdujgcych
sie w tych stadiach rozwoju, przeprowadzone przez Meinecke-Tillmann
[26], doprowadzity do uzyskania identycznych bliznigt u owiec.

W latach osiemdziesigtych wykonano wiele prac nad dzieleniem za-
rodkow zwierzat gospodarskich, gtéwnie bydlecych [1, 30, 31, 52, 55,
56], ale takze owczych [10, 44], kozich [51] i konskich [40]. Bisekcja za-
rodkéw weszta juz do praktyki stacji przenoszenia zarodkéw w wielu
krajach. W wiekszos$ci publikowanych prac uzyskane w wyniku po-
dziatu monozygotyczne potowki przenoszono po ponownym umieszczaniu
w zastepczych ostonkach przejrzystych. Pierwszy etap metody obej-
muje usuwanie ostonki przejrzystej. Pozbawiony ostonki przejrzystej
zarodek jest dzielony przy uzyciu mikroskalpela lub szklanej igty osa-
dzonej na ramieniu mikromanipulatora. Uzyskane potdéwki umieszcza
sie nastepnie w zastepczych ostonkach przejrzystych, a przenoszenie na-
stepuje bezposrednio po bisekcji lub po krdtkotrwatym okresie hodowli
in vitro. Opisana procedura pozwalata na uzyskiwanie u bydia efek-
tywnosci przenoszenia pojedynczych potéwek zarodkéw, wahajacej sie
od 20 do okoto 50°/0 [1, 31].

W przypadku przenoszenia ,,nagich” potéwek ciecie odbywa sie przez
ostonke przejrzysta. Wystarczajace jest do tego celu tylko jedno ramie
mikromanipulatora [39], a wiec w poréwnaniu z metodg bisekcji, zakta-
dajaca wkiladanie uzyskanych potéwek do zastepczych ostonek przej-
rzystych, jest sposobem o wiele prostszym. Wyniki przenoszenia po-
towek zarodkéw bez ostonek przejrzystych sg zachecajace. Z badan Voel-
kela i wsp. [52] na zarodkach bydlecych wynika, ze uzyskana efektyw-
no$¢ przenoszenia potdéwek umieszczonych w zastepczych ostonkach
przejrzystych uktada sie na tym samym poziomie, jak po przenoszeniu
potéwek ,nagich”. W badaniach przeprowadzonych w naszym Zakta-
dzie, przenoszac nagie potdéwki owcze, uzyskiwaliSmy okoto 30°/0 ciezar-
nych lub wykoconych biorczyn [44 oraz dane niepublikowane] (ryc.).

Wydaje sie, ze sposrod wielu mozliwych czynnikéw wptywajacych
na uzyskane efekty, niezaleznie od metody bisekcji, najwiekszg role
odgrywa bardzo dobra jako$¢ zarodkéw poddawanych dzieleniu. W ba-
daniach Brema i wsp. [3] uzyskano bowiem ponad 50% cigzy po prze-
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Rye. Monogenetyczne bliznieta owcze urodzone po przeniesieniu podzielonej
blastocysty

noszeniu potéwek otrzymanych w wyniku bisekcji zarodkéw ocenionych
jako bardzo dobre, okoto 30°0 po potdéwkach otrzymanych w wyniku
bisekcji zarodkdw ocenionych jako dobre i tylko 6°/0 po potéwkach
uzyskanych z zarodkéw o niedostatecznej jakosci. Z innych czynnikéw
nie zwigzanych bezposrednio z jakoScig przenoszonych potdéwek, a mo-
gacych mieé wptyw na osiggang efektywno$¢ przenoszenia, nalezy wy-
mieni¢ liczbe potdéwek przenoszonych do jednej biorczyni. Z dotych-
czasowych badan wynika, ze po przenoszeniu dwoch potdwek odsetek
ciezarnych biorczyn moze by¢ nawet dwukrotnie wyzszy w pordwnaniu
z wynikami przenoszenia pojedynczych potéwek [1, 31], co mozna thu-
maczy¢ ostabieniem wczesnego sygnatu cigzowego, jako wyniku reduk-
cji komoérek trofoblastu. Dlatego tez rozwaza sie wzmocnienie wczesne-
go sygnatu cigzowego przez wprowadzenie do rogu macicy pecherza
trofoblastycznego. Badania Heymana [15] wykazaty, ze w przypadku
mrozonych potéwek bydlecych zabieg taki wptywa korzystnie na od-
setek uzyskanych ciaz.

Reasumujgc, mozna stwierdzi¢, ze bisekcja morul i blastocyst jest
istotnym elementem poszerzajgcym biologiczne podstawy przenoszenia
zarodkéw i prawdopodobnie bedzie stalg sktadowg w praktycznym sto-
sowaniu przenoszenia zarodkow,
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