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CTP — cytydynotrifosforan

GTP — guanozynotrifosforan

ATP — adenozynotrifosforan

CDP — cytydynodifosforan

ADP — adenozynodifosforan

CMP — cytydynomonofosforan

cGMP —cykliczny guanozynomonofosforan
cAMP —cykliczny adenozynomonofosforan
EGTA — kwas etylenoglikodiaminotetraoctowy
PGE2 — prostaglandyna E2

PGI2 — prostaglandyna 12

5-HT  —5-hydroksytryptamina

PA — kwas fosfatydowy

DG —digliceryd

AA — kwas arachidonowy

PIP — 4 fosforan fosfatydyloinozytolu
PIP2 — 4,5 fosforan fosfatydyloinozytolu
LPI — lizofosfatydyloinozytol

Ins 1,45 P3lub IP3 — 145 trifosforan inozytolu
Ins 1,3,4 P3 — 1,34 trifosforan inozytolu
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Ins 1,4 P2 — 14 difosforan inozytolu

Ins 4 P — 4-fosforan inozytolu
Ins 1P — 1-fosforan inozytolu
| — inozytol
PPi — pirofosforan
Pi — fosforan
. WSTEP

Receptory zlokalizowane na powierzchni biony cytoplazmatycznej
wychwytujg zewnetrzne informacje (hormony, czynniki wzrostu, neuro-
przekazniki, kwanty $wietlne i in.). Wigzanie agonistow do biatkowych
receptor6w na powierzchni komérki jest procesem dobrze znanym, na-
tomiast mechanizm przekazywania informacji od receptora bionowego
do wnetrza komorki nie jest w petni wyjasniony. Jedna z klas recepto-
rbw zwigzana jest z dzialaniem cyklicznego adenozynomonofosforanu
(cAMP), powstajagcego przy udziale cyklazy adenylanowej. Sprzezenie
cyklazy adenylanowej z receptorem jest m. in. regulowane przez biatka
wigzace guanozynotréjfosforan GTP [78].

Istniejg dane doswiadczalne [61, 85] sugerujace, ze proces metylacji
fosfatydyloetnaoloaminy do fosfatydylocholiny odgrywa istotng role w
procesie sprzezenia receptora z cyklazg adenylanowa [85], rdwnoczesnie
inne badania [84, 90] przeczg tej hipotezie. Odpowiedz drugiej klasy re-
ceptoréw zwigzana jest z mobilizacjg wapnia wewnatrzkomoérkowego. Tu
istotng role w procesie przekazywania informacji do wnetrza komorki
odgrywa grupa lipidow — fosfolipidy inozytolowe [1, 2, 4, 11, 43, 36,
45, 56, 57, 82, 95]. Hydroliza fosfolipidow inozytolowych prowadzi do
powstania dwéch zwigzkéw o charakterze przekaznikéw drugiego rzedu:
diacyloglicerolu (DG) i inozytolotrifosforanu (IP3) oraz zapoczatkowuje
kaskade reakcji powodujagcych zwiekszenie stezenia jondw wapnia w Kko-
morce, aktywacje kinazy biatkowej C, uwalnianie kwasu arachidono-
wego oraz stymulacje cyklazy guanylowej.

Duza liczba prac doswiadczalnych dotyczy réznych aspektéw meta-
bolizmu fosfolipidéw inozytolowych i ich roli w procesie neutrotrans-
misji. Ta praca jest probg syntezy opisanych danych i hipotez na ten
temat w latach 1980-1986.

Il. WYSTEPOWANIE FOSFOLIPIDOW INOZYTOLOWYCH

W 1930 r. Anderson i Roberts ,[5] wyizolowali po raz pierwszy lipidy
inozytolowe z pateczki tuberkulinowej ptakéw. W 1942 r. Folch i Wooley
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[46] stwierdzili wystepowanie fosfatydyloinozytolu w mozgu i juz wtedy
zauwazono istotne znaczenie fizjologiczne tego lipidu.

Fosfolipidy inozytolowe stanowig okoto 5% wszystkich fosfolipidow.
Wsrdéd nich fosfatydyloinozytol (Pl) (ryc. la) stanowi okoto 90'% fosfo-
fosfatydyloinozytol (PIP) (ryc. Ib) okoto 2-3% i difosfofosfatydyloinozy-
tol (PIP2) (ryc. Ic) okoto 7-8%. Stosunkowo bogata w fosfolipidy inozy-

Ryc. 1. Struktura fosfolipidow inozytolowych: a — fosfatydyloinozytol Pl, b — fos-
fofosfatydyloinozytol PIP, ¢ — difosfofosfatydyloinozytol PIP2

tolowe jest tkanka nerwowa, mniejsze ilosci obserwuje sie w innych
tkankach i mikroorganizmach. Znaczne ilosci fosfolipidéw inozytolowych
znajdujg sie w drozdzach, tj. okoto 40% wszystkich lipidow [60]. Do-
ktadna analiza lipidéw inozytolowych nie jest tatwa z powodu ich szyb-
kiej hydrolizy zachodzacej bezposrednio po $mierci komorki. Publiko-
wane dane roznig sie i w znacznej mierze zalezg od metody przerywania
procesow metabolicznych w mézgu [93] (tab. 1). W tkance nerwowej
80% zawartosci fosfatydyloinozytolu stanowi 1-stearylo, 2-arachidony-
loglicerofosfatydyloinozytol. Pozostale 20% wypetniajg pochodne innych
kwasow ttuszczowych [60].

Badania Urny i Ramakrishana z 1983 r. [120] wykazatly, ze w mdzgu
szczura fosfolipidy inozytolowe, podobnie jak inne lipidy, wystepuja
w dwu formach. Jedna metabolicznie bardzo aktywna, hydrolizowana
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TABELA

Odzysk fosfolipidéw inozytolowych z mézgu szczura w zaleznosci od techniki prze-
rywania procesow metabolicznych

Fosfolipidy inozytolowe Fosfor catkowity
Technika (nmol/g tkanki] [[zmol/g tkanki]
PIP2 PIP PI

Metoda zamrazania

w azocie 763+39 31551 1110+ 111 61,514
(freeze-blown)
Napromieniowanie

mikrofalami 619421 264+22 1210+ 150 62,2+2,5
Zamrazanie w ciek-

tym azocie 469+22 198+ 27 1050+ 96 61,3+ 1,7
Mézg nieutrwalony 330+28 224+18 1050+ 108 61,9+ 11

natychmiast po $mierci komorki przez specyficzne fosfohydrolazy, i dru-
ga inertna pula strukturalnych lipidéw hydrolizowana wolniej. Zjawisko
to bylo opisywane wczes$niej przez Hausera i wsp. [55], Autorzy podaja
rézng szybkos$¢ degradacji po$Smiertnej PIP i PIP2 w rdznych czeSciach
mozgu. Polifosfatydyloinozytole hydrolizowane sg bardzo szybko w ko-
rze moézgu, wolniej w pniu mézgu i rdzeniu przedtuzonym.

Fosfatydyloinozytol wydaje sie rGwnomiernie rozmieszczony w bto-
nach komérkowych, natomiast polifosfatydyloinozytole (PIP i PIP2) zlo-
kalizowane sg gtownie w btonach plazmatycznych [21].

I1l. METABOLIZM FOSFOLIPIDOW INOZYTOLOWYCH

BIOSYNTEZA FOSFOLIPIDOW INOZYTOLOWYCH

Biosynteza fosfatydyloinozytoli u ssakobw ma miejsce przede wszyst-
kim w retikulum endoplazmatycznym razem z syntezg innych fosfolipi-
déw [|127]. Zostata rowniez stwierdzona w bionach aparatu Golgiego [56].
Prace Agranoffa [3] oraz Paulusa i Kenedy’ego ,[99] podajg dwuetapowy
szlak syntezy dla fosfatydyloinozytolu (reakcja (1) i (2)):

(1) kwas fosfatydowy - * CDP diacyloglicerol,
\
CTIg PPi

2 CDP diacyloglicerol + inozytol > fosfatydyloinozytol + CMP.
Enzym CDP diacyloglicerolo-3-fosfatydylotransferaza EC (2.7.8.11),

ktory katalizuje reakcje 2, byt wyizolowany i oczyszczony z mézgu szczu-

ra [104] i frakcji mikrosomalnej watroby [114]. Jest on aktywowany
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przez kationy magnezu lub manganu. Jak juz zauwazono wczeSniej w
mozgu i watrobie, fosfatydyloinozytol zawiera w pozycji 1 glicerolu
gtownie kwas stearynowy, a w pozycji 2 — kwas arachidonowy. Kwas
fosfatydowy, z ktérego powstaje Pl, ma natomiast inny sklad kwasow
thuszczowych, Baker i Thompson [8] zaobserwowali, ze jest to mozliwe
dzieki procesom deacylacji i reacylacji towarzyszacym biosyntezie li-
pidow.

Synteza polifosfatydyloinozytoli lub inaczej fosforanow fosfatydylo-
inozytolu odbywa sie przez kolejng fosforylacje pierScienia inozytolowe-
go [58] (reakcje (3) i (4)):

3) fosfatydyloinozytol + ATP > 4-fosforan fosfatydylo-
inozytolu + ADP,

(4) 4-fosforan fosfatydyloinozytolu + ATP—>4,5 difosforan fosfatydylo-
inozytolu + ADP.

Kinazy katalizujgce te reakcje EC (2.7.1.67), EC (2.7.1.68) sa enzy-
mami zaréwno btonowymi, jak i wystepujacymi w cytosolu. Ich witasnos-
ci katalityczne sg zalezne od jonéw Mg+2; byly opisane i badane w roz-
nych tkankach, jak mézg, nerka, erytrocyty i rdzen nadnercza [29, 52].

Stwierdzono, ze wzrastajgce stezenie difosfofosfatydyloinozytolu PIP2
moze hamowac kinaze PIP. Efekt hamowania PIP2 zanika, gdy dochodzi
do degradacji tego lipidu [39, 121]. Zjawisko to moze mieé znaczenie
w procesie regulacji zawartosci PIP2 w btonie [2]. Jolles i wsp. [69]
wykazali, ze aktywno$¢ kinazy PIP znajduje sie takze pod $cista kon-
trolg zwigzang z procesami fosforylacji biatek.

Kinazy Pl to takze onkogenne kinazy biatkowe, ktdre moga dziatac
rowniez posrednio, jako kinazy tyrozyny. Enzymy syntetyzujace fosfa-
tydyloinozytol wykazuja najwieksza aktywnos$¢ we frakcji mikrosomal-
nej, chociaz lipidy te sg skiadnikami wszystkich bton. Rozprzestrzenianie
sie fosfatydyloinozytoli do innych bton komorki odbywa sie przy udziale
specyficznych biatek transportujacych fosfolipidy inozytolowe [34].

KATABOLIZM FOSFOLIPIDOW INOZYTOLOWYCH

Katabolizm fosfolipidéw inozytolowych wymaga szerszego omowienia
ze wzgledu na istotne znaczenie fizjologiczne tego procesu. Hydroliza
fosfolipidéw inozytolowych w tkankach ssakéw nastepuje w wyniku dzia-
tania fosfolipazy C (reakcje (5)-(7)):

) PI DG + IP,
(6) PIP -> DG + IP2 (14),
(v PIP2->DG + IP3(145).
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W wyniku hydrolizy wszystkich trzech fosfoinozytydéw powstajg
proste oraz odpowiednie cykliczne inozytolofosforany [45, 128]. Fosfoli-
paza C — fosfodiesteraza fosfatydyloinozytolowa EC (3.1.4.10) wystepuje
zarobwno w cytozolu [2, 66, 67], jak i w oczyszczonych btonach plazma-
tycznych [2, 28, 83, 109, 119, 122]. Aktywnos$¢ jej in vitro jest silnie
zalezna od wielu zwiagzkdéw, jak fosfolipidy, wolne kwasy tluszczowe,
pH, lub sity jonowej $rodowiska [67]. W procesie aktywacji fosfodieste-
razy biorg udziat biatka zalezne od GTP [25, 47, 48]. Atherton i Hawthor-
ne [7] nie zaobserwowali charakterystycznych r6znic miedzy fosfodieste-
razg degradujacg fosfatydyloinozytol a fosfodiesterazg hydrolizujgcg po-
lifosfatydyloinozytole, natomiast Majerus i wsp. [82] uwazaja, ze hy-
drolize tych zwigzkéw katalizujg rézne formy fosfolipazy C. Stwierdzili,
ze reakcja hydrolizy Pl wymaga jonéw wapniowych o stezeniu rzedu
milimoli, natomiast polifosfatydyloinozytole sg hydrolizowane nawet w
obecnosci EGTA. Badania te zostaly potwierdzone ostatnio przez Lape-
tine i wsp. [75]. Sa jednakze wcze$niejsze badania wskazujace, ze de-
gradacja PIP2 do IP3 zwigzana jest ze wzrostem wewngtrzkomorkowego
wapnia, np. w komdrkach obojetnochtonnych i neurofilach [23, 24, 26, 27].

W ptytkach krwi Low i wsp. [80] scharakteryzowali trzy rézne for-
my fosfolipazy C rdznigce sie ciezarem czasteczkowym. Oczyszczone en-
zymy powodujg hydrolize wszystkich fosfoinozytydéw w obecnosci jo-
néw wapnia. W normalnych warunkach fosfatydyloinozytol nie jest do-
stepny dla fosfolipazy C [111]. Zabezpieczajaco wptywajg tu jony K+,
Mg+2 (dodatnie jony nie wigzace fosforu), biatka obdarzone dodatnim
tadunkiem, a takze fosfolipidy zawierajgce choline. Kwas fosfatydowy
i inne kwasne lipidy sa silnymi aktywatorami fosfolipazy C. Jest mozli-
we, Ze pobudzenie receptora powoduje w konsekwencji takg reorganiza-
cje biony, ktoéra pozwala na reakcje fosfolipazy C z substratem.

W wyniku omawianych reakcji degradacji fosfolipidow inozytolo-
wych poza inozytolofosforanami powstaje digliceryd, przy czym DG
pochodzgcego z degradacji Pl jest okoto 10-krotnie wiecej niz powsta-
tego podczas degradacji PIP2 [82]. Fosfatydyloinozytol moze by¢ rowniez
degradowany przy udziale fosfolipazy A2 do lizofosfatydyloinozytolu
(LPI) i kwasu arachidonowego (AA) (reakcja 8):

(8) Pl -> LPI + AA,
9 Pl LPI + SA,
(9A) LPI -> GPI + AA.

Specyficzno$¢ fosfolipazy A2 wzgledem fosfatydyloinozytolu jest pro-
blematyczna. Fosfolipaze A2 specyficznie degradujgcg fosfolipidy ino-
zytolowe, wykryto w mézgu [8, 63] oraz w plytkach krwi i komdrkach
obojetnochtonnych [42, 43]. Enzym ten, wyizolowany z frakcji mikro-
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somalnej moézgu szczura, wykazywat najwiekszg aktywnos$é¢ w stosunku
do fosfatydyloinozytolu chociaz hydrolizowat réwniez inne fosfolipidy
[49]. Liczne komdrki, np. ptytki krwi i komdrki obojetnochtonne, zawie-
rajg zalezny i niezalezny od wapnia mechanizm degradacji fosfoinozy-
tydow przy udziale fosfolipazy A2 [42, 43]. Kwas arachidonowy uwalnia-
ny z tej reakcji moze by¢é wykorzystywany do syntezy prostaglandyn,
prostacyklin oraz innych eikosznoidow.

Sugeruje sie mozliwo$¢ stopniowej degradacji fosfatydyloinozytolu
poprzez dziatanie fosfolipazy Ax [49] z utworzeniem kwasu stearynowe-

go (SA) i lizofosfatydyloinozytolu, ktory nastepnie w wyniku reakcji
lizofosfolipazy dostarcza glicerofosfoinozytolu (GPI) i kwasu grachido-
nowego.

Katabolizm polifosfatydyloinozytoli opisujg reakcje (10) i (11):
(10) PIP2 PIP + Pi,
(12) PIP->PI + Pi.

Kolejne odtgczanie grup fosforanowych Pi katalizujg specyficzne mo-
nofosfoesterazy. Aktywno$¢ monofosfoesteraz byta stwierdzona w nerce
[30, 77] oraz w mobzgu [67].

Na uwage zastuguje dalsza hydroliza rozpuszczalnych w wodzie me-
tabolitow fosfolipidow inozytolowych, tj. inozytolofosforanow (reakcje

(12)-(14)):

(12) IP3 (1,4,5)->1P2(1,4) + Ph
(13) IP, (1.4)—

(H) IPp$ )-+1! + P-

Trifosfataza 1P3 (1,4,5) (reakcja (12)) hydrolizuje wigzanie 5-fosfora-
nowe, w wyniku czego powstaje inozytolodifosforan IP2 (1,4).

Badania Kukita i wsp. [73] przeprowadzone na makrofagach wyka-
zaty aktywnos$é inozytolotrifosfatazy we frakcji btonowej i w cytosolu.
Aktywno$¢ enzymu cytosolowego wymaga jonéow Mg+2 do petnej ak-
tywnosci i jest obnizona przez jony wapnia w stezeniu 10~7-10-&MV w
obecnosci 1 mM MgCI2 Role jonow magnezu w aktywnosci trifosfatazy
stwierdzili Downes i wsp. [38]. Inozytolodifosforan 1P2 (1,4) nastepnie
hydrolizowany jest w reakcji bisfosfatazy inozytolowej do fosfoinozytolu
(inozytolofosforanu) (reakcja 13)) [15].

W ekstrakcie tkanki moézgowej poza inozytolo-l-fosforanem wystepu-
je pewna ilo$¢ inozytolo-4-fosforanu, co moze by¢ spowodowane niezu-
petng specyficznoscig bisfosfatazy inozytolowej lub wystepowaniem od-
rebnego enzymu, hydrolizujgcego wigzanie 1-fosforanowe. Oba izomery
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inozytolofosforanu sg nastepnie degradowane do inozytolu w wyniku
dziatania inozytolo-I-fosfatazy (reakcja (14)). Aktywno$¢ inozytolo-I-fo-
sfatazy jest hamowana specyficznie przez jony Li+ [50], co zostato wy-
korzystane przez wielu badaczy do analizy cyklu inozytolowego [86].
Ostatnie badania Mayra i Koppitza [86] wskazuja na udziat inozytolo-
fosforanow w regulacji aktywnosci enzymdw glikolitycznych oraz enzy-
moéw cyklu pentozowego. Badacze ci zaobserwowali, ze enzymy biorace
udziat w metabolizmie ufosforylowanych heksoz podlegajg regulacji przez
Ins (1,45) P3i Ins (1,4) P2 w stezeniach mikromolarnych. Fosfofrukto-
kinaza z mies$ni jest silnie pobudzana przez Ins(l,4)P2 MiesSniowa i wa-
trobowa aldolaza jest kompetycyjnie inhibowana przez Ins(l,4,5)P3
i Ins(l,4)P2 Watrobowa dehydrogenaza 6-fosfoglukonianu jest rowniez
kompetycyjnie inhibowana przez Ins(l,4)P2 Pozostate izomery oraz fo-
sforany inozytolu wykazujg znacznie stabszy efekt.

Lit wzmacnia 5-20-krotnie stymulowane przez agonistbw nagroma-
dzanie fosfoinozytolu w skrawkach kory mézgu, gruczotach S$linianki
i przytarczycznych [11]. Czas utrzymywania sie podwyzszonego poziomu
inozytolofosforanéw waha sie od 60 s do 30 min w réznych tkankach.
Ro6zne szybkosci powrotu do stanu spoczynkowego po zadziataniu bodZca
moga by¢ spowodowane niejednakowa aktywnos$cig specyficznych fosfa-
taz inozytolofosforanowych, co moze mie¢ istotne znaczenie fizjologiczne.

W gruczotach Slinianki owadéw fosfataza IP3 jest bardziej aktywna
od fosfatazy IP2 co w efekcie daje nagromadzenie IP2 w tych tkankach
podczas stymulacji 5-hydroksytryptaming [15]. Proces izomeryzacji fo-
sfoinozytoli moze powodowa¢ réwniez zahamowanie reakcji ich degra-
dacji.

W gruczotach przytarczycznych szczura tylko nieznaczna cze$¢ na-
gromadzajgcego sie podczas stymulacji karbacholem IP3 jest izomerem
1,45, pozostata ilos¢ to izomer 1,3,4, ktdry nie jest wrazliwy na dzia-
tanie fosfatazy LP (1,4,5). Powstaje on z inozytolu 1,3,4,5-tetrafosfo-
ranowego w reakcji defosforylacji w pozycji 5 [68]. Znaczenie, funkcja
i katabolizm 1,3,4-izomeru IP3 pozostaja do tej pory nie wyjasnione
[2, 91].

IV. CHARAKTERYSTYKA RECEPTOROW ZWIAZANYCH Z HYDROLIZA
FOSFOLIPIDOW INOZYTOLOWYCH

Mechanizm przekazywania informacji, zwigzany z mobilizacjg jonéw
wapnia i metabolizmem fosfolipidéw inozytolowych, nie jest do chwili
obecnej w peini wyjasniony. Pobudzenie metabolizmu lipidéw inozyto-
lowych w odpowiedzi na dziatanie acetylocholiny byto po raz pierwszy
zaobserwowane przez Hokin i Hokin w 1953 r. [62]. W toku nastepnych
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badan stato sie jasne, ze stymulowanie metabolizmu fosfoinozytyddéw
wystepuje w odpowiedzi na wiele zewnetrznych sygnatéw [13, 37, 87],
Durel i wsp. [41] sugerowali, ze ten stymulowany metabolizm fosfolipi-
déw inozytolowych moze bra¢ udziat w funkcji receptorow. Michell [87]
zaproponowat hipoteze, wedtug ktérej degradacja inozytydow jest nastep-
stwem naptywu zewnatrzkomérkowego wapnia do komorki. Hipoteza ta
nie byta jednak w peini zaakceptowana. Obecnie uwaza sie, ze pobu-
dzenie receptoréw zwigzane jest z degradacja fosfolipidéw inozytolowych,
a wzrost stezenia jondw Ca+2 w komorce nastepuje w wyniku uwolnie-
nia ich z pozamitochondrialnych magazyndéw komorki (rys. 2). Stwier-

Ryc. 2. Degradacja fosfolipidéow inozytolowych w wyniku pobudzenia receptora

dzono, ze informatorem miedzy receptorem w btonie cytoplazmatycznej
a wewnetrznymi magazynami Ca+2 jest trifosfoinozytol 1P3 (1,4,5) [16].

Do agonistow pobudzajgcych metabolizm fosfolipidéw inozytolowych
nalezg: acetylocholina [19, 100, 125], noradrenalina [102, 118], histamina
[70], 5-hydroksytryptamina [12], asparagina, glutamina [92], wazopresy-
na [31, 117], sugstancja P [51], angiotensina [18] oraz wiele rdznych
czynnikéw wzrostu. W tych przypadkach, gdy prowadzono badania far-
makologiczne, udato sie ustali¢, ze zmiany w metabolizmie fosfolipidéow
inozytolowych zwiazane sg z receptorami: muskarynowym uktadu cho-
linergicznego, «x-adrenoreceptorem, Hx-receptorem histaminergicznym,
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vAwazopresynergicznym, glutaminergicznym i innymi. Charakterystycz-
na cecha tych receptoréw jest wielofunkcyjno$¢. Pobudzenie ich powo-
duje degradacje fosfolipidéw inozytolowych, mobilizacje wapnia, akty-
wacje kinazy biatkowej C, uwalnianie kwasu arachidonowego i aktywa-
cje cyklazy guanylowej [111].

V. FUNKCJA TRIFOSFOINOZYTOLI | DIGLICERYDOW JAKO
PRZEKAZNIKOW INFORMACJI DRUGIEGO RZEDU

Degradacja fosfolipidéw inozytolowych doprowadza, w wyniku dzia-
tania fosfodiesteraz, do powstania dwdch zwiazkéw o charakterze prze-
kaznikow drugiego rzedu, tj. inozytolotrifosforanu IP3 (1,4,5) i digli-
cerydu. Inozytolotrifosforan IP3 (1,4,5) uwalniany w czasie hydrolizy
trifosfatydyloinozytolu moze byé odpowiedzialny za regulacje wewnatrz-
komdrkowego stezenia jonow wapniowych. Do chwili obecnej nie jest
jednak znany mechanizm tego procesu. Jest mozliwe, ze IP3 dziala na
wewnatrzkomorkowe receptory i powoduje uwalnianie wapnia z endo-
plazmatycznego retikulum. Zwigzek ten moze hamowaé¢ wychwyt wap-
nia, co réwniez wptywa na rozmieszczenie tego jonu w komorce. Trifo-
sfoinozytol-1,4,5 jest prawdopodobnie odpowiedzialny za kontrole we-
wnatrzkomorkowego systemu buforujacego wapn w warunkach spoczyn-
kowych. Staly spoczynkowy poziom wapnia moze by¢ utrzymywany
poprzez regulacje poziomu IP3 w cytoplazmie. Wykazano, ze wewnatrz-
komdérkowa iniekcja IP3 powoduje podobny efekt, jak stymulacja re-
ceptora muskarynowego [98] lub jak pobudzenie fotoreceptorow [20, 44].
Iniekcja IP3 powoduje odwracalng hiperpolaryzacje bton [123].

Uwalnianie wewnatrzkomoérkowego wapnia jest gwattowne i zacho-
dzi, gdy stezenie IP3jest rzedu mikromoli. Opierajagc sie na danych o ilos-
ci hydrolizowanego PIP2 obliczono, ze poziom IP3 mogtby osiggngé ste-
zenie 15 gM w ciggu 2 min. Tak wysokie stezenie IP3 jednak nigdy nie
wystepuje w warunkach in vivo i waha sie od 0,1 do 0,5 gM. To zjawisko
moze by¢ spowodowane wysoka aktywnos$cig inozytolotrifosfatazy, ktorej
ti2 np. w hepatocytach wynosi 4 s [108].

Istniejg rowniez komorki, jak np. ziarniste nadnercza, w ktdrych
pobudzenie receptora powoduje wzrost poziomu IP3 bez wplywu na
stezenie wapnia w komorce [59].

Diacyloglicerol jest drugim waznym posrednim produktem degradacji
fosfoinozytyddw. Gwattowne i zwykle przejsciowe nagromadzenie di-
glicerydéw, zwigzane bezposrednio z pobudzeniem hydrolizy fosfoino-
zytydow, obserwowano w ptytkach krwi [54, 101, 105], w trzustce [33],
w przysadce mozgowej [84], w komodrkach w”gtroby [116] oraz w komor-
kach tucznych [65]. Opierajac sie¢ na analizie sktadu kwasow tluszczo-
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wych w diglicerydach, sugerowano, ze diacyloglicerol pochodzi gtéwnie
z fosfoinozytydow. Niektére badania wskazuja, ze tylko cze$¢ nowo po-
wstajacego DG pochodzi z degradacji omawianych fosfatydyloinozytoli,
reszta za$ z rozpadu innych lipidow [9, 64]. Zainteresowanie wilasciwos-
ciami diacyloglicerolu rozwineto sie w ciggu ostatnich lat. Wywotato je
odkrycie kinazy biatkowej C, zaleznej od fosfolipidéw, a pobudzonej
przez DG [6, 89]. Poczatkowo uwazano, ze tylko diglicerydy zawierajgce
nienasycony kwas tluszczowy moga aktywowacé kinaze biatkowg C [71].
Obecnie wiadomo, ze niezaleznie od rodzaju podstawnikoéw, digliceryd
aktywuje kinaze biatkowg C [76], jeSli jest tylko izomerem snDG [22,
103]. Kinaza biatkowa C w obecnosci diglicerydu zmienia swoje powino-
wactwo dla jonéw wapnia ze stezed milimolowych do mikromolowych
[71, 112]. Diglicerydy powodujg zmiany w blonie, ktére mogg umozli-
wiac translokacje kinazy biatkowej C z cytosolu do bton.

Diacylogliceryd jest rownoczes$nie substratem dla diglicerydowej li-
pazy [10, 101]. W wyniku hydrolizy diglicerydu przy udziale diglice-
rydowej lipazy nastepuje uwolnienie kwasu arachidonowego, ktory bar-
dzo szybko metabolizowany jest przez cyklooksygenaze i lipooksydazy
do prostaglandyn tromboksanéw i leukotriendw lub ulega catkowitej
peroksydacji. Metabolity kwasu arachidonowego majg istotne znaczenie
dla komorki w procesie przekazywania informacji. Stwierdzono, ze w
ptytkach krwi tromboksan A2 moze aktywowaé fosfolipaze A2 co po-
woduje dalsze uwalnianie kwasu arachidonowego i jego przemiany.
Uwalnianie kwasu arachidonowego, zwigzane z inicjacjg procesu re-
ceptorowego, mobilizujgcego wapn, rézni sie od uwalniania kwasu ara-
chidonowego z innych fosfolipidéw, takich jak: fosfatydylocholina, fo-
sfatydyloetanoloamina oraz fosfatydyloinozytol w wyniku dziatania mato
specyficznej fosfolipazy A2 Ten ostatni szlak wymaga prawdopodobnie
wyzszych stezed jonéw wapnia [17] i moze zachodzi¢ w komdrkach pod-
danych maksymalnej stymulacji. Snider i wsp. [107] sugerujg, Ze zwig-
zane z receptorem uwalnianie kwasu arachidonowego z fosfolipidow
inozytolowych moze przebiega¢ bez zmian w poziomie wewnatrzkomor-
kowego wapnia. Uwalniany kwas arachidonowy wykorzystywany jest
zaledwie w niewielkim procencie do syntezy eikozanoidow. Prawdo-
podobnie zwigzane jest to z rézng kompartmentacjg enzyméw odpowie-
dzialnych za uwalnianie kwasu arachidonowego i enzymow bioracych
udziat w jego metabolizmie.

Nadtlenki powstajagce z kwasu arachidonowego aktywuja cyklaze
guanylowg, co powoduje wzrost stezenia cGMP i dalsze uaktywnienie
cyklu fosfolipidow inozytolowych. Niektére za$ prostaglandyny, jak
PGE2 i PGI2 powodujg zwiekszanie poziomu cyklicznego AMP, co pro-
wadzi do hamowania obrotu fosfolipidéw inozytolowych [14].
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V1. KINAZA BIALKOWA C

Kinaza biatkowa C, odkryta w 1977 r., byta badana szczeg6towo przez
japonskiego uczonego Yoshide Nishizuke. Wystepowanie tego enzymu
stwierdzono prawie we wszystkich tkankach ssakéw i w innych eukario-
tycznych organizmach [72, 74, 79, 89, 94, 97, 113, 115, 129, 130]. W ptyt-
kach krwi, moézgu i niektérych mies$niach gtadkich aktywnos$¢ kinazy
biatkowej C jest Kkilkakrotnie wyzsza od kinazy biatkowej A, zaleznej
od cAMP. Istnienie kinazy biatkowej C stwierdzono w cytosolu i frak-
cjach btonowych. W mézgu okoto 30% aktywnos$ci kinazy biatkowej C
zwigzane jest z frakcjg zakonhczen synaptycznych [36, 74]. Kinaza ta
zar6bwno zwigzana z btong, jak i cytosolowa wykazuje podobne wtasci-
wosci kinetyczne i katalityczne [36]. Dla aktywacji kinazy biatkowej C
niezbedne sa: 1,2-digliceryd, jony wapnia Ca2+ i fosfolipid btonowy.
Podczas degradacji fosfolipidow inozytolowych powstajacy 1,2-diglice-
ryd umozliwia potgczenie sie hydrofobowej domeny kinazy biatkowej C
z blong. Prawdopodobnie kinaza tworzy czterocztonowy aktywny kom-
pleks z fosfatydyloseryng, jonami wapnia oraz diglicerydem [6, 96] i w
tej formie katalizuje fosforylacje reszt serynowych i treoninowych spe-
cyficznych biatek. Kancerogenne estry forbolu, ktdrych czasteczki zbli-
zone sg uktadem przestrzennym do czasteczki diglicerydu, oraz synte-
tyczne diglicerydy aktywuja réwniez kinaze biatkowa C [6, 95].

VII. UDZIAL FOSFOINOZYTYDOW W PROLIFERACJI KOMOREK

Dringer i wsp. [40] w 1977 r. wskazali na udziat fosfoinozytydéw
w procesie wzrostu komorek. Obecnie uwaza sie, ze degradacja PIP2 jest
jednym z weczesniejszych zjawisk towarzyszacych temu procesowi [53].
Dane potwierdzajgce znaczenie fosfolipidow inozytolowych w proliferacji
pochodzg z badan nad rolg jonéw wapnia, estrow forbolu i onkogendéw
w tym procesie. Udziat jonéw wapniowych w inicjacji proliferacji komo-
rek stwierdzono na podstawie przejSciowego wzrostu stezenia tych jo-
néw podczas cyklu komérkowego [13, 88].

W niektéorych fazach cyklu komorkowego wzrostowi jonow wapnia
towarzyszy pobudzenie metabolizmu fosfolipidéw inozytolowych ,[126].
Mimo usuniecia jonéw Ca+2 ze Srodowiska zewnetrznego, stezenie Ca+2
nie ulega zmniejszeniu, co wskazuje na uwalnianie wapnia przez IP3
z wewnatrzkomérkowych magazyndw.

Badania wptywu estrow forbolu na metabolizm komorki dostarczyty
kolejnych dowodow wskazujgcych na udziat fosfolipiddw inozytolowych
w proliferacji. Zaréwno estry forbolu, jak i diglicerydy, oprécz aktywacji
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kinazy biatkowej C, wplywajag na wymiane jondéw protonowych i sodo-
wych, doprowadzajagc do wzrostu wewnatrzkomoérkowego pH [32, 106].
Obnizenie stezenia jonéw H+ w komdrce towarzyszy procesom rdznico-
wania.

Inny kierunek badan, dotyczacy roli onkogenéw w proliferacji komo-
rek, wskazuje na udziat w tym procesie fosfolipidow inozytolowych.
Niektére onkogeny (ros, src) kodujg biatko majace wilasciwosci kinazy
tyrozyny, kinazy fosfatydyloinozytolu i difosfofosfatydyloinozytolu [81,
110]. Zaobserwowano réwniez, ze gen v-sis koduje biatko zblizone w#tas-
ciwosciami do ptytkowego czynnika wzrostu (PDGF). Biatko to akty-
wuje metabolizm fosfolipidéw inozytolowych [35, 124].

VIIl. UWAGI KONCOWE

Mimo duzej liczby prac opublikowanych oraz intensywnie prowadzo-
nych badan nad metabolizmem fosfolipidow inozytolowych i nad ich
rola w procesie przekazywania informacji, wiele pytan pozostaje bez
odpowiedzi. Do chwili obecnej nie wiadomo, jak odbywa sie aktywacja
fosfodiesteraz degradujacych polifosfatydyloinozytole zlokalizowane w
wewnetrznej warstwie btony. Jakiego typu zmiany w bionie wpltywajg na
dostepnosé substratow? Jaka jest funkcja i pochodzenie metabolitow
takich jak 1,34 IP3i 1,3,455 IP4? Ciagle nie jest jasne, czy we wszyst-
kich tkankach, w jaki sposéb i w jakiej ilosci 1,4,5-trifosfoinozytol
spetnia role przekaznika drugiego rzedu. Nie wyjasnionym w peini za-
gadnieniem pozostaje udziat GTP i cGMP w tym procesie. Dalszych
badan wymaga doktadne poznanie znaczenia fosfolipidéw inozytolowych
w procesie nowotworzenia.
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METABOLIZM CERULOPLAZMINY | JEJ BIOLOGICZNA ROLA
W UTRZYMYWANIU HOMEOSTAZY ORGANIZMU

METABOLISM OF CERULOPLASMIN AND ITS BIOLOGICAL FUNCTION IN
MAINTAINING OF HOMEOSTASIS IN THE ORGANISM

Sylwia BRONIEK i Grzegorz GRZYBOWSKI

Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN, Zaktad Immunogenetyki

Streszczenie. Ceruloplazmina (Cp) jest powszechnie wystepujacym u kregowcow
biatkiem surowiczym zaangazowanym w metabolizm jonéw miedzi (Cu). Ferrooksy-
daza jako enzym uczestniczy réwniez w metabolizmie jonéw zelaza (Fe). W ostat-
nim czasie zwrécono uwage na mozliwo$¢ zaangazowania metaloprotein w etiologii
i terapii chor6b infekcyjnych oraz neoplastycznych. W pracy przedstawiono naj-
nowsze dane dotyczgce genetycznej kontroli syntezy Cp i jej polimorfizmu genetycz-
nego oraz ontogenetycznych aspektéw poziomu Cp w organizmie. Szczeg6lng uwage
zwrécono na role Cp jako centralnego molekularnego ogniwa metabolizmu jonéw
Cu i Fe oraz jej znaczenie dla zrozumienia mechanizméw zaangazowania metalo-
protein w utrzymywaniu homeostazy organizmu.

Summary. Ceruloplasmin is the serum protein commonly found in vertebrates,
plaing an important role in their Cu ions metabolism. Moreover as an ferroxidase
enzyme, ceruloplasmin takes part in the metabolism of Fe ions. Recently the pos-
sible role of metalloproteins in etiology and therapy of infections and neoplastic
diseases is also suggested. The study presents the recent developments on ge-
netic control of synthesis and genetic polymorphism of Cp as well as ontogenetic
aspects of its level in the organism. Emphasized is a role of Cp as central ele-
ment in Cu and Fe metabolism and its importance in understanding the mecha-
nism of the role of metalloproteins in the maintaining of homeostasis in the orga-
nism.

Ceruloplazmina (Cp) jest powszechnie wystepujgcym u kregowcow
biatkiem surowiczym. Jej gtdwna funkcjg jest zaangazowanie w meta-
bolizm jonéw Cu i Fe. Chociaz poznano dotychczas wiele wiasciwosci fi-
zykochemicznych i biochemicznych Cp, to jednak jej wigczenie w meta-
bolizm organizmoéw zywych oraz wiasciwe funkcje biologiczne pozostajg
nadal przedmiotem wielu réznorodnych badan. Przyjmuje sie, ze Cp
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pojawita sie w organizmach zwierzecych na etapie ewolucyjnego przy-
stosowania do tlenowych warunkow zycia, jako drugi, obok zelaza, ele-
ment niezbedny w procesie oddychania komdérkowego. Zaktada sie, ze
presja ewolucyjna na powstanie komplekséw biatko—miedz oraz biatko—
zelazo podyktowana byta m.in. wysoka toksycznoscig wolnych jonéw
tych metali, a takze stosunkowo stabg ich rozpuszczalnoscia w piynach
biologicznych.

WELASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE CERULOPLAZMINY

Pierwsza wzmianka o Cp, zwanej w momencie jej odkrycia niebie-
skim biatkiem, pochodzi z 1944 r., kiedy to zwrd6cono uwage na jej szcze-
gbélne wiasciwosci oksydacyjne [14]. Ceruloplazmina (Cp; syn.: ferro-
oksydaza |; Fe+2 oksydoreduktaza tlenu, EC 1.16.3.1.) jest a2glikopro-
teing wigzaca od 90 do 95°/0 jonow miedzi (Cu) znajdujacych sie w osoczu
krwi [37]. Czasteczka Cp pozbawiona jonéw Cu okreslana jest jako apo-
ceruloplazmina. Dane dotyczace masy czasteczkowej Cp sa rozbiezne, co
moze mie¢ zwigzek ze specyfikag gatunkowga biatka, a rownocze$nie mo-
ze by¢ uzaleznione od réznej metodyki izolacji i oczyszczania. Masa cza-
steczkowa Cp jest u roznych gatunkéw zwierzat zblizona [44]. Byta ona
przedmiotem wielu badan. W Polsce zagadnieniem tym zajmowat sie
Zgirski [44]. U cztowieka wynosi ona ok. 132 000 daltonow [37, 44], u Swi-
ni 130 000 daltonow [44], u bydia 128 000 daltonéw [44], a u szczura
128 000 daltonoéw [29]. Od wielu lat kontrowersje budzi sprawa podjed-
nostkowej budowy czgsteczki Cp. W 1963 r. zasugerowano istnienie
8 podjednostek potaczonych wigzaniami 2-siarczkowymi, z ktérych
kazda zawierataby 1 atom miedzi ,[24]. Obecnie przyjmuje sie, ze czg-
steczka Cp ma 1l-tafcuchowg budowe i jest to cechg ogdlng dla réznych
gatunkow ssakow [44]. Uwaza sie, ze otrzymywane dotychczas podjed-
nostki byty w rzeczywistosci fragmentami proteolitycznej degradacji cza-
steczki, powstatymi w trakcie przechowywania prébek krwi lub podczas
procedury izolowania.

W pojedynczym tancuchu ludzkiej Cp wyr6zni¢ mozna 3 domeny
0 masach 67 000, 50 000 i 19 000 daltonéw [12, 37]. tanhcuch ludzkiej
Cp sktada sie z 1046 aminokwaséw o ustalonej sekwencji [37]. Czastecz-
ka Cp przytacza od 6 do 8 atomdéw Cu [14]. Wedtug Vanngarda (literatura
w [14]) wyrézni¢ mozna 3 rodzaje jonéw miedzi w czasteczce Cp:

typ 1 — Cu+2 paramagnetyczny o maksimum absorpcji przy 610 nm,
nadajacy niebieski kolor biatku;

typ 2 — Cu+2rdwniez paramagnetyczny, lecz bezbarwny;

typ 3 — Cu+2 nieparamagnetyczny, wykazujacy absorpcje przy
330 nm.
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SYNTEZA | WYDZIELANIE CERULOPLAZMINY

Ewolucja genu strukturalnego Cp jest przedmiotem wielu hipotez
(rye. 1). Poréwnujac sekwencje aminokwasoéw fragmentéw tafncucha cza-
steczki Cp (50 000 i 19 000 daltonéw), wykazano statystycznie ich Scista

Rye. 1 Proponowany schemat ewolucji genu strukturalnego ceruloplazminy wedtug
Dwulet i wsp. [12]

homologie 43% identyczno$ci sekwencji) [12]. Dlatego zaktada sig, ze
pierwotny gen Cp utworzony zostat przez fuzje fragmentu kodujgcego
190 aminokwasow z fragmentem kodujagcym 160 aminokwasow, odpo-
wiedzialnym za powinowactwo czasteczki Cp do jondéw miedzi, tzw.
fragment ,Azurin” [12]. Powstaly gen prekursorowy, kodujgcy ok. 350
aminokwaséw, ulegt nastepnie potrojeniu, co nadato mu aktualng forme



S. BRONIEK, G. GRZYBOWSKI

26

[2]

suIsnoD

Bngpam  Autwizejdojnaag

aluejaIzpAm 1

BZAUAS Zelo

Agoayem

DiOWIOX

lsurewAyoussed 1ewayds z

‘aky



METABOLIZM CERULOPLAZMINY 27

genu strukturalnego kodujacego okoto 1050 aminokwasdw [37, 40]. Przyj-
muje sie, ze ewolucyjne uksztattowanie genu strukturalnego Cp nastg-
pito na etapie wyksztatcania przez kregowce systemu naczyniowego oraz
uktadu moczoptciowego dla zwielokrotnienia masy czasteczkowej biatka
do co najmniej 60 000 daltondw i zabezpieczenia go w ten sposéb przed
wydaleniem poprzez nerki.

Synteza Cp zachodzi w parenchymalnych komdérkach watroby, na ry-
bosomach siateczki S$rodplazmatycznej [7], (ryc. 2). Wedtug Cousinsa
kazda z czasteczek mRNA ulega translacji jednoczes$nie na 16-18 rybo-
somach. Czgsteczka Cp syntetyzowana jest jako prekursor o masie czg-
steczkowej ok. 80 000 daltonéw. Przybiera on ostateczng forme Cp o ma-
sie 132 000 daltonéw [7]. Nieznane sg jednak molekularne szczegéty tego
procesu. Wiele czynnikéw moduluje aktywacje genu Cp, wptywajac na
intensywno$¢ syntezy biatka (ryc. 2). Udowodniono m. in. wprzegniecie
w ten proces glukokortykoidow, cyklicznego AMP (CAMP) i jondw mie-
dzi. Rowniez wydzielanie Cp jako pojedynczego tancucha, zawierajacego
tancuchy cukrowcowe, uwarunkowane jest wptywem glukokortykoiddéw,
a takze w mniejszym stopniu hormondéw estrogennych i testosteronu.
Analizujagc mechanizmy obserwowanej indukcji hormonalnej nalezy
zwrocié uwage na oczywistg zbiezno$¢ tych proces6w z opisanym ostat-
nio u ludzi indukowaniem transkrypcji genu metalotioneiny przez glu-
kokortykoidy i kadm (literatura w {35]). W przypadku genu struktury
metalotioneiny (biatko wigzace metale ciezkie w komérkach réznych or-
ganizmow eukariotycznych) zdotano fizycznie i funkcjonalnie oddzieli¢
sekwencje DNA, warunkujgce dziatanie glukokortykoidow i kadmu od
sekwencji warunkujacych inicjacje transkrypcji. Opierajac sie na tech-
nikach inzynierii genetycznej udowodniono, ze sekwencje te przytgczone
w odlegtosci przynajmniej 600 nukleotydéw od heterologicznego promo-
tora genu ,,tk”, niewrazliwego na dziatanie glukokortykoidéw i kadmu,
powodowaty uwrazliwienie tego genu na dziatanie in vivo obu tych
czynnikéw. W omawianych badaniach po raz pierwszy wykazano ekspe-
rymentalnie, ze w dystalnych regionach promotora genu komorek euka-
riotow istniejg sekwencje DNA wigzace in vitro receptor glukokortyko-
idow, ktérych delecja znosi dziatanie in vivo glukokortykoiddw na efek-
tywnos$¢ inicjacji transkrypcji, bez wptywu na prawidtowo$¢ tej inicjacji
i podstawowy poziom transkrypcji oraz indukcje tej transkrypcji przez
inne czynniki.

Brak jest dotychczas bezposrednich molekularnych dowodéw aktywa-
cji genu Cp. Wydaje sie jednak, ze przykiad genu metalotioneiny jest
dobrym modelem strukturalnym i funkcjonalnym, wyjasniajgcym indu-
kowanie genu metaloprotein u eukariotow.



28 S. BRONIEK, G. GRZYBOWSKI

GENETYCZNY POLIMORFIZM CERULOPLAZMINY

Dziedziczng zmienno$¢ cech jakosciowych, wystepujacg w postaci nie-
ciggtych roznic miedzy fenotypami, okres$la sie mianem genetycznego
polimorfizmu. Genetyczne warianty biatek identyfikowane sg zwykle
metodami elektroforetycznymi, a uwidoczniajg sie rozmaitymi sposobami,
np. poprzez barwienie histochemiczne, metodami enzymatycznymi, im-
munologicznymi itd.

Polimorficzng zmienno$¢ Cp w surowicy krwi wykazano zaréwno
u ludzi, jak i u wielu gatunkoéw zwierzagt udomowionych (tab. 1). Prze-

TABELA

Genetyczny polimorfizm ceruloplazminy u czlowieka
i u réznych gatunkow zwierzat udomowionych

Liczba wariantow

L lekirof Liczba mozli-
?:cus ele trr(])y(()::]etycz- wych fenotypow
P enotypow
(alleli) genotypow)
Czlowiek 3 6
Bydto 3 6
Swinie 2 3
Konie 2 3
Psy 2 3
Zwierzeta
futerkowe 3 6
(norki)
Owce monomorfizm
Ptaki domowe monomorfizm
(kaczki)

jawia sie ona wystepowaniem od 2 do 3 alleli kontrolowanych z jednego
autosomalnego locus Cp. Na losowej prébce populacji zrdéznicowanie to
wystepuje w postaci odpowiednio od 3 do 6 fenotypdw elektroforetycz-
nych powstajgcych z losowej kombinacji (segregacji) alleli Cp. Allele te
nie pozostajg wzgledem siebie w jakimkolwiek zwigzku dominowania
lub recesywnosci. Sg to tzw. allele kodominujgce, stad u danego osob-
nika fenotyp elektroforetyczny odzwierciedla wiernie genotyp, tj. skiad
alleli w locus Cp obydwu chromosomdw homologicznych.

Przyjmuje sig, ze powodem wystepowania genetycznego polimorfizmu
biatek sg mutacje punktowe typu tranzycji czy transwersji, polegajace
na zamianie jednej pary zasad DNA genu. W konsekwencji, w procesie
translacji nastepuje podstawienie jednego aminokwasu w syntetyzowanym
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tancuchu, co — jak sie przyjmuje — jest wystarczajgce do takiej zmia-
ny fizykochemicznych wiasciwosci biatka (jego tadunku), iz ujawnic¢ to
mozna jako zmienione tempo migracji elektroforetycznej.

Jedyne, jak dotad, informacje odnoszace sie do molekularnych pod-
staw genetycznego polimorfizmu Cp dotyczg ludzi. Uzyskano je dzieki
kompletnemu zsekwencjonowaniu w 1984 r. tancucha Cp [37]. W fancuchu
ludzkiej Cp stwierdzono wystepowanie dwéch miejsc podstawienia ami-
nokwasow. Wystepujg one w domenach Ai i Ai i dotycza pozycji 79
i 449, gdzie nastepowaé¢ moze zamiana lizyny na glicyne, co w konsek-
wencji moze powodowaé¢ zmiane tadunku czasteczki. Stosunek liczbowy
glicyny do lizyny dla obydwu wspomnianych miejsc podstawien szaco-
wany jest na 20/80. Bioragc za podstawe ruchliwo$¢ elektroforetyczng
wariantéow ludzkiej Cp, z ktérych CpB charakteryzuje sie najwyzszym
tadunkiem i rozprzestrzenieniem w populacji, cytowani autorzy postu-
luja, by obecno$¢ lizyny wigza¢ z wariantem CpB.

Wydaje sie, ze omawiane cechy pierwszorzedowej struktury Cp do-
brze korespondujg z obserwowanym w populacji ludzi wystepowaniem
3 alleli tego biatka. Na podstawie uzyskanych wynikow do przyjecia
bytoby zatozenie, ze allelem typu dzikiego w locus Cp u ludzi jest allel
CpB, ktéry charakteryzowatby sie obecnoscig lizyny w obydwu wyod-
rebnionych miejscach podstawienn aminokwasow. Allele CpA i CpC by-
tyby jeS° mutantami, z ktérych pierwszy powstatby w wyniku zamiany
lizyny na glicyne w jednym z miejsc mozliwego podstawienia, drugi zas$,
spotykany niezwykle rzadko, charakteryzowatby sie zastgpieniem lizyny
przez glicyne w obydwu miejscach podstawienia.

Ewolucyjny sens wystepowania alternatywnych form genéw, co w
konsekwencji uwidacznia sie wystepowaniem réznych wydan ,tego sa-
mego biatka”, jest przedmiotem wielu hipotez. W szczegdlnosci odnosi
sie to do postulowanej wyzszosci selekcyjnej lub neutralno$ci przystoso-
wawczej poszczegblnych komponentéw polimorfizmu, co wynikaé miatoby
ze zmiennej sprawnosci metabolicznej poszczeg6lnych wariantow gene-
tycznych biatka. W odniesieniu do Cp brane sa przede wszystkim pod
uwage potencjalne réznice w aktywnosci oksydacyjnej wariantow gene-
tycznych.

W Polsce w przeprowadzonych do tej pory na duzg skale badaniach
tego zagadnienia u bydta [36] stwierdzono wysoce istotny wptyw poli-
morfizmu na aktywno$¢ oksydacyjng Cp osocza krwi. Najwyzszg aktyw-
no$¢ zanotowano u osobnikow o genotypach A/A i A/B, najnizszg ,za$
u homozygot B/B. Wykazano ponadto, ze aktywno$é oksydacyjna Cp
charakteryzowata sie statystycznie istotng dodatnig korelacjg z poziomem
miedzi w osoczu. Nie stwierdzono natomiast zwigzku miedzy aktywnos-
cig Cp i poziomem jonéw Fe w osoczu.
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CERULOPLAZMINA W ONTOGENEZIE U SSAKOW

Zmienno$¢ poziomu Cp i jondw Cu zostata najlepiej poznana w onto-
genezie cztowieka i zwierzat modelowych. Synteza Cp u ludzi rozpo-
czyna sie miedzy 4 a 5 tygodniem cigzy w watrobie ptodowej [5]. W su-
rowicy ptodu Cp jest wykrywana od polowy 7 tygodnia, a od 27 tygod-
nia cigzy az do urodzenia poziom Cp wzrasta [18]. Przy porodzie stezenie
Cp w surowicy noworodka wynosi od 4,6 do 16,5 mg/100 ml, dla poréw-
nania stezenie Cp u dorostego czlowieka ksztattuje sie na poziomie
35 mg/100 ml surowicy [5]. Sugeruje sie, ze zmiany w poziomie jonéw
Cu i aktywnos$ci Cp w ptynie owodniowym mogg by¢ uzytecznym wskaz-
nikiem szacowania wzrostu i rozwoju ptodu. Mianowicie aktywno$¢ Cp
w plynie owodniowym wykazuje znaczny wzrost od 20 /do 30 tygodnia
cigzy, a nastepnie obserwuje sie jej istotny spadek [5]. Rowniez od po-
towy cigzy az do porodu obserwuje sie tendencje spadkowa poziomu
jonéw Cu [5].

Rola Cp i jondw Cu w procesach starzenia sie organizmu pozostaje
niewyjasniona, dlatego problem ten jest przedmiotem wielu ekspery-
mentow.

Wyniki badan Massie i wsp. [30] wskazuja, ze u zinbredowanych my-
szy poziom zarowno Cp, jak i ogolnej puli jonéw Cu wzrasta z wiekiem.
Uzyskane wyniki trudne sg jednak do jednoznacznej interpretacji i wias-
ciwego zobiektywizowania. Obserwowane zmiany poziomu Cp i jonéw Cu
u starszych myszy moga by¢ spowodowane nasilajgcymi sie wraz z wie-
kiem procesami katabolicznymi. Nie mozna réwnoczes$nie wykluczy¢, ze
stwierdzone wspoétzaleznosci odzwierciedlajg jedynie wzrost czestotli-
wosci wystepowania trudnych do wykrycia przez eksperymentatora cho-
réb degeneratywnych, pojawiajacych sie u starszych osobnikéw. W cy-
towanych badaniach stwierdzono ponadto, ze obnizaniu wraz z wiekiem
ulegat stosunek ogo6lnej puli jonéw Cu do ceruloplazminy, co oznacza,
ze nastepowat spadek poziomu jondéw Cu nie zwigzanych z Cp. Zaklada
sie, ze obnizanie sie wraz z wiekiem puli wolnych jonéw Cu spowodo-
wane jest zar6wno wigzaniem ich przez Cp, jak i odkladaniem ich w
réznych tkankach, np. moézg ([30], literatura). Analogiczne obserwacje,
dotyczace wspétzaleznosci poziomu Cp i jonéw Cu w surowicy u ludzi
w réznym wieku, sg czestokro¢ rozbiezne i nie potwierdzajg prawidto-
wosci zarejestrowanych u zinbredowanych myszy. Na przyktad Harman
[20] i Herring [21] stwierdzili podwyzszanie sie wraz z wiekiem ludzi
poziomu Cp i jonéw Cu. Yunice [43] natomiast nie obserwowal zmian
poziomu Cp w surowicy ludzi, zanotowat jedynie niewielki wzrost po-
ziomu jonow Cu, lecz tylko w surowicy mezczyzn. Inni autorzy sugeru-
ja, ze wraz z wiekiem wystepuje u ludzi spadek poziomu jonow Cu
w surowicy ([30], literatura).
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Generalnie uwaza sie, ze rozbieznosci wynikéw dotyczacych zmiany
poziomu Cp i jonéw Cu u ludzi w réznym wieku spowodowane sg za-
réwno niewielkg liczbg prébek do badan, jak i trudnosciami skomple-
towania reprezentatywnej préobki losowej, uwzgledniajgcej jednorodnos$¢
genetyczng i $rodowiskowa osobnikéw poddanych obserwacjom. Zasad-
no$¢ takiej interpretacji potwierdzatyby rezultaty dotyczgce czynnikow
Srodowiskowych, fizjologicznych i patologicznych, wptywajgcych na zmia-
ny poziomu Cp i jonow Cu w surowicy krwi. Do lepiej poznanych czyn-
nikdw warunkujacych te zmiany zaliczy¢ mozna: cigze, wysitek fizyczny,
palenie papieroséw, chroniczng anemie, biataczke, chorobe Hodgkina,
deficyt zelaza, nadczynnos$¢ tarczycy, zesztywniajgce zapalenie stawodw,
zawal mies$nia sercowego, miazdzyce, stwardnienie rozsiane, pelagre,
tuszczyce itd. ([30], literatura).

ZNACZENIE MIEDZI W ORGANIZMIE

Znaczenie jonéw Cu dla normalnego wzrostu i rozwoju miodych
organizmow oraz w utrzymaniu homeostazy wewnatrzustrojowej osob-
nikow dorostych jest powszechnie akceptowane. Jony Cu sg niezbednym
elementem wielu proceséw zyciowych, obejmujacych m. in.: ksztaltowa-
nie koscca, rozw0j systemu nerwowego i jego funkcjonowanie, prace
uktadu sercowo-naczyniowego, oddychanie komérkowe, biosynteze pro-
staglandyn, metabolizm tkanki ttuszczowej itd. [38].

Ze wzgledu na wysoka reaktywnos$¢ jonéw Cu, nadmierny ich poziom
moze uposledza¢ funkcje komorek. Jezeli podaz jonéw Cu przewyzsza
potrzeby fizjologiczne, to uruchamiane sg wowczas mechanizmy adapta-
cyjne, zlokalizowane gtownie w watrobie oraz $cianie zotgdka i jelita
cienkiego u dorostych zwierzat [13]. W jelicie cienkim u szczura wy-
kazano np. istnienie dwdch frakcji biatkowych (frakcja nisko- i wysoko-
czagsteczkowa), wigzacych jony Cu [23]. Dziatanie tych frakcji jest Scisle
ukierunkowane. Pierwsza z nich wiaze jony Cu krazgce w surowicy, nato-
miast druga magazynuje jony Cu zaabsorbowane z diety i wptywa na ich
poziom w jelicie cienkim [23]. Sugeruje sie, ze w szczeg6lnosci frakcja
niskoczgsteczkowa odpowiedzialna jest za mechanizm zapobiegajacy tok-
sycznemu dziataniu jonéw Cu oraz utrzymuje staty ich poziom podczas
szybkiego wzrostu i rozwoju organizmu.

ROLA CERULOPLAZMINY W METABOLIZMIE JONOW MIEDZI

Podstawowe aspekty metabolizmu jonoéw Cu u ssakéw przedstawiono
na ryc. 3. Jony Cu z diety absorbowane sg z tresci zotgdka i jelita cien-
kiego. W postaci kompleksu z albuming i prawdopodobnie aminokwa-
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sami transportowane sg do watroby w celu magazynowania oraz syntezy
Cp [7, 14]. Ceruloplazmina, jako gtéwne biatko surowicy kregowcéw, tran-
sportujace jony Cu, jest najlepszym ich donatorem w biosyntezie oksy-
dazy cytochromowej i innych enzymdéw majgcych w grupie prostetycz-
nej jony Cu. Mechanizm umozliwiajagcy uwalnianie jondw Cu z Cp w spe-
cyficznych miejscach komorek i wiaczanie ich do wewngatrzkomorkowych
enzyméw lub biatek wigzgcych jony Cu przedstawiono na ryc. 4 [15]/.
Jesli wspomniany proces zachodzi w btonach komérkowych, to jon Cu+l

X - miedzykomérkowy receptor att
n - liczba jonéw Cu w czgsteczce Cp

AH - substrat redukujacy

Ryc. 4. Przypuszczalny mechanizm uwalniania jonéw Cu z ceruloplazminy i wia-
czania ich do wewngtrzkomdrkowych enzyméw wedtug Friedena [15]
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przekazywany jest prawdopodobnie do miedzykomérkowych akceptorow
X. Jezeli za$ Cp przechodzi do wnetrza komdrki, to akceptor X moze byé
zbedny w transporcie miedzykomorkowym. W formie jonu Cu+l miedz
jest dodawana do apoenzymu, gdzie przy udziale 02 tworzy holoenzym
przybierajgc forme jonu Cu+2 W omawianym procesie bezposrednie wia-
czanie do czasteczki enzymu ,stabilnego” jonu Cu+2 wydaje sie mato
prawdopodobne. Dlatego przyjmuje sie istnienie przejSciowej formy jonu
Cu+l, umozliwiajgcego zrealizowanie omawianego ciggu metabolicznego.

ROLA CERULOPLAZMINY W METABOLIZMIE JONOW ZELAZA

Wspobizaleznosci w metabolizmie jonéw Cu i Fe wykazano w wielu
badaniach [11, 34, 41]. Wiadomo, ze deficyt jonébw Cu wywotany bra-
kiem ich w diecie lub zaburzeniami syntezy Cp prowadzi do anemii u lu-
dzi i zwierzat [34, 41]. Dlatego uwaza sie, ze Cp stanowi centralne mole-
kularne ogniwo metabolizmu jonow Cu i Fe. W mechanizmie tym funk-
cjonuje jako enzym ferrooksydaza | [17, 28, 32, 40]. Chociaz witasciwosci
Cp jako enzymu nie sg jeszcze dokladnie poznane, to wiadomo jednak,
ze biatko to bierze udzial w utlenianiu jonéw Fe+2 do Fe+3 Ta duza
aktywnos$¢ utleniajgca umozliwia uruchamianie jonéw Fe z komdrek wa-
troby i whudowywanie ich w czgsteczke transferyny (Tf). Na ryc. 5 przed-

MAGAZYNUICE
KOVCRKI WATROBY

Ft-Fe*3 Fe*? T>Ji3 TFe+’\-Tf “Fe
e d
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Cp

apo-Tf t _ porfiryny
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0SOCZE RETIKULOCYTY

1
hemoglobina

Cp - ceruloplazmina

Ft - ferrytyna

Tf - transferyna

apo-Tf - apotransferyna

Ryc. 5 Etapy uwalniania jonéw Fe z komoérek watroby do transferyny plazmy oraz
transport ich retikulocytéw dla syntezy hemu wedtug Friedena [16]
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stawiono mechanizm uwalniania jonéw Fe z komérek watroby i gtowng
role Cp w tym procesie [16]. Jony Fe uwalniane sg w wyniku redukcji
ferrytyny w obecnosci bezposredniego reduktora FMNH2 i posrednio
NADH. Proces uwalniania jondw Fe+2i przeksztatcania w jony Fe+3 kt6-
re wbudowywane sg w czasteczke transferyny, kontroluje Cp [16]. Jony Fe
zwigzane z czasteczke Tf rozprowadzane sg do komorek, przede wszyst-
kim retikulocytow, gdzie wykorzystywane sg do biosyntezy hemu. Wil-
liams [40] wskazuje na rozszerzone funkcje Cp w uruchamianiu jonow
Fe. Jony Fe+2, uwalniane z ferrytyny, wigzane sg w specyficznych miej-
scach na bionach komorek retikuloendotelialnych. Cp i swoiste miejsca
wigzace jony Fe oddziatujg wzajemnie na siebie poprzez forme komplek-
su Cp z jonem Fe+2 Utlenianie jondw Fe+2 i ich przenoszenie dokonuje
sie w wyniku wielu reakcji miedzy czynnikami wigzacymi jony Fe.

Eksperymenty uzasadniajgce znaczenie Cp w metabolizmie jonéw Cu
i Fe oraz przedstawiajgce wzajemng korelacje miedzy nimi opisano
w wielu pracach [28, 31, 32]. Jesli np. u $Swini ma miejsce niedob6r jonéw
Cu, to zmniejszenie puli jonow Fe w osoczu poprzedzone jest wyrazng
redukcjg poziomu Cp ([16], literatura). Podawana w* matych dawkach Cp
wywotuje ponowny wzrost poziomu jonéw Fe w osoczu, czego nie obser-
wuje sie przy podawaniu samych jonéw Cu+2 natomiast Cp szczura,
ktdra charakteryzuje sie niezwykle niskg aktywnos$cig ferrooksydazowa,
nie wywotuje takiego efektu. Stad mozna wnioskowac, ze poziom aktyw-
nosci Cp jako ferrooksydazy zalezny jest od gatunku zwierzecia [16].

Jedng z najlepiej poznanych jednostek chorobowych, objawiajgcych
sie drastycznym spadkiem poziomu jondw Cu w surowicy krwi, z jedno-
czesnym odktadaniem jej w tkankach organizmu, jest choroba Wilsona
u ludzi. W chorobie tej nie obserwuje sie jednak zadnych zaktocen w me-
tabolizmie jonéw Fe [16]. Fakt ten interpretowano jako przyktad prze-
mawiajacy za pomniejszeniem wiodacej roli Cp w metabilizmie jonéw
Fe. Obecnie podkresla sie istnienie w organizmie dosyé wysokiego nad-
miaru Cp w stosunku do potrzeb odnoszacych sie do metabolizmu jonoéw
Fe. Przyjmuje sie, ze zaledwie okolo 5°/0 normalnego poziomu Cp jest
wystarczajgce do maksymalnego uruchomienia jonéw Fe. Tak wiec po-
ziom Cp w surowicy musiatby obnizy¢ sie do ekstremalnie niskich war-
tosci, mozliwych do wywotania jedynie doswiadczalnie (np. przy dtuzszym
eliminowaniu Cu z diety), aby mozna bylo zaobserwowaé dostrzegalny
efekt uposledzenia uruchamiania jonéw Fe.

Nie wyklucza sie mozliwo$ci istnienia rowniez alternatywnych me-
chanizméw uwalniania jonow Fe. Wymienia sie tu np. ferrooksydaze II,
lecz szczeg6towe aspekty jej zaangazowania w uruchamianiu jondéw Fe
sg mniej znane niz ferrooksydazy | [14, 17, 40]. In vitro wyodrebniono
wiele czynnikéw, np.: cytryniany, dwuweglany, fosforany, apotransfery-
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ne, co do ktorych sugeruje sie mechanizm przyspieszajacy utlenianie jo-
néw Fe+2 do Fex®, podobnie jak ma to miejsce przy udziale Cp [4].

Biologiczna aktywno$¢ Cp nie ogranicza sie jedynie do metaboliz-
mu jonéw Cu i Fe. Podkres$la sie mianowicie aktywnos$¢ oksydacyjna
Cp, odnoszacy sie do takich metabolitow organizmu, jak: biogenne aminy,
adrenalina, serotonina, askorbiniany i niektore zwigzki sulfhydrylowe
[14, 38].

CERULOPLAZMINA JAKO BIALKO ALARMOWE
W CHOROBACH INFEKCYJNYCH | NEOPLASTYCZNYCH

Wiekszo$¢ informacji dotyczacych poziomu Cp w réznych stanach
patologicznych odnosi sie do ludzi i zwierzagt modelowych. Cp jako biat-
ko ostrej fazy stanu zapalnego moze by¢ wskaznikiem wielu choréb in-
fekcyjnych i neoplastycznych. Przyjmuje sie, ze zmiany poziomu i aktyw-
nosci Cp odzwierciedlajg zaburzenia w metabolizmie organizmu. Istotny
wzrost poziomu Cp obserwowano np. w niektdrych ogdlnoustrojowych
chorobach u ludzi, takich jak pierwotnie postepujacy gosciec stawowy,
toczeA rumieniowaty, a takze w lokalnych stanach zapalnych, jak (skaza
moczanowa czy reumatyczne stany zapalne [8, 9]. Ponadto wzrost po-
ziomu Cp obserwowano w przewleklym zapaleniu watroby, marskosci
z6tciowej [33], w infekcjach wirusowych, stresie [25] i wielu chorobach
nowotworowych, np. chioniaki, rak ptuc itd. ,[2, 25, 27].

W eksperymentalnie wywotywanych stanach zapalnych wielokrotnie
wskazywano na bardzo istotne podwyzszenie poziomu Cp w surowicy.
Takg tendencje obserwowano u réznych gatunkow zwierzat niezaleznie
od tego, jakiego czynnika draznigcego uzywano do wywotania stanu za-
palnego [3, 6, 10]. Wykazano, ze w procesie leczenia srodkami farmakolo-
gicznymi utrzymuje sie podwyzszony poziom Cp surowicy [10], co suge-
rowatoby istotng role Cp jako jednego z elementéw mechanizmu obron-
nego przeciwko infekcji.

W uszkodzonych w wyniku stanu zapalnego tkankach wysiek zapal-
ny zawiera fagocytujace neutrofile i makrofagi, ktére uwalniajg reak-
tywne formy tlenu, takie jak rodnik ponadtlenkowy (0 ~2 i nadtlenek
wodoru (H202. W reakcji Habera-Weissa ze zwigzkéw tych w obecnosci
soli Fe powstajg wysokotoksyczne rodniki wodorotlenowe (OH*), ktore
moga uszkadzaé¢ wszystkie bioczasteczki ([42], literatura):

OJ+ H02— >02+ OH- + OH-.

Zaangazowanie Cp w stanie zapalnym polegatoby m. in. na 'ochronie
komorek gospodarza przed silnym toksycznym dziataniem wspomnianych
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wolnych rodnikdw wodorotlenowych [19, 42]. Cp hamuje produkcje rod-
nikbw OH* poprzez state utrzymywanie zelaza na stopniu utlenienia Fe+3
([44], literatura). Biochemiczne' aspekty ochronnej roli Cp omawiane sa
m. in. w pracy habilitacyjnej Zgirskiego [44] oraz w krotkiej pracy prze-
gladowej Kurdowskiej [26]. Regulacyjno-ochronne dziatanie Cp w stanie
zapalnym znajduje odzwierciedlenie w zwiekszonej syntezie tego biatka
w watrobie i podwyzszonym jego stezeniu w surowicy ,[8]. Postuluje sie
zatem, ze biatko to jest waznym czynnikiem obronnym, przyczyniaja-
cym sie do kontroli procesu zapalnego.

Z licznych prac wynika, ze zwiekszony poziom Cp w surowicy moze
by¢ odzwierciedleniem toczacego sie procesu nowotworowego. Udowod-
niono to m. in. na przyktadzie raka ptuc [2] i w chorobie Hodgkina [25,
27] u ludzi, w indukowaniu wirusem raka VX-2 u krélikow [39] oraz
w indukowaniu 20-metylocholantrenem raka u szczuréw [1]. Zaobserwo-
wano, ze przy farmakologicznym leczeniu nowotwordéw poziom Cp zmniej-
szat sie, natomiast nawrotowi choroby towarzyszyt istotny jego wzrost
[25].

Interesujgce wydajg sie proby zastosowania Cp w terapii nowotworo-
wej. Wykazano na przyktad, ze ludzka Cp ma neutralizujacy wpityw na
toksohormonalng aktywnos$¢ zasadowych biatek izolowanych z komorek
rakowych (Ehrlicha) [22]. Niezaleznie od tego udowodniono bezposrednie,
antynowotworowe dziatanie ludzkiej Cp na implantowane komorki mysie
miesaka-180, co mozna tlumaczy¢ wspomnianym efektem neutralizo-
wania toksohormonu wydzielanego przez komérki zmienione nowotwo-
rowo [22]. W wielu innych badaniach wykazano rdwniez znamienny
wptyw Cp na zahamowanie wzrostu guzéw nowotworowych réznych ty-
péw raka ([44], literatura). Wydaje sie, ze rezultaty te, chociaz wstepne,
uzyskane na zwierzetach modelowych i odnoszgce sie jedynie do nie-
ktorych rodzajow nowotworéw, sg jednak dobrg inspiracjg do szerszego
zbadania mozliwego wptywu Cp w terapii choréb neoplastycznych.
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NOWOTWORY EMBRIONALNE (TERATOCARCINOMA) JAKO
< MODEL DO BADAN ROZNICOWANIA ZARODKA *

TERATOCARCINOMA AS A MODEL SYSTEM FOR THE STUDY
OF EMBRYO CELL DIFFERENTIATION

Ewa T. MYSTKOWSKA

Pracownia Embriologii DoSwiadczalnej i Zaktad Histologii i Embriologii,
Akademia Medyczna, Warszawa

Streszczenie: Przedstawiono powstawanie nowotworéw embrionalnych (teratocar-
cinoma) myszy z komorek piciowych i komoérek wczesnego zarodka, powstatego
w wyniku zaptodnienia lub aktywacji partenogenetycznej oocytu. Przeanalizowano
niektére cechy zblizajgce komoérki macierzyste — embryonal carcinoma (EC) do
komorek zarodka w okotoimplantacyjnym stadium rozwoju. Scharakteryzowano
potencje rozwojowg komorek EC przejawiajacg sie w zdolnosci komdrek EC nie-
ktorych linii do wziecia udzialu w rozwoju zarodkowym po wprowadzeniu do $ro-
dowiska rozwijajacego sie zarodka.

Summary. The article presents formation of teratocarcinoma from germ cells, and
the cells of early embryo, resulting from fertilization or parthenogenetic activation
of oocyte. There have been analysed some characteristics linking stem cells of
teratocarcinoma-embryonal carcinoma cells (EC) with embryo cells in periimplan-
tation stage of development. The work gives characteristics of the development
potential of EC cells revealed in the ability of EC cells of some lines to participate
in embryo development after introducing EC cells into embryo environment.

WSTEP

Nowotwory embrionalne — teratocarcinoma charakteryzujg sie obec-
noscig puli niezréznicowanych komdrek — embryonal carcinoma (EC)
oraz zréznicowanych komdrek i tkanek. Komérki EC odznaczajg sie dwo-
ma podstawowymi cechami:

* Referat wygtoszony na XVI Konferencji Szkoleniowej z zakresu biologii ko-
morki, 20 X1 1986 r.
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wykazujg zdolnos¢ do nieograniczonej proliferacji, co jest cechg spe-
cyficzng wszystkich nowotworéw ztosliwych;

sq zdolne do réznicowania sie w pochodne wszystkich trzech listkow
zarodkowych i mogg uczestniczy¢ w tworzeniu ciata osobnika normalnego
po potgczeniu z komérkami zarodka w przedimplantacyjnym stadium roz-
Woju.

Jezeli w nowotworze nie ma komorek EC, to jest wtedy niezto$liwy
i okresla sie go mianem teratoma. Komorki EC przypominajg swoimi
wiasciwosciami morfologicznymi, biochemicznymi i fizjologicznymi ko-
morki wczesnego zarodka. Komérki te réznicujg sie w sposob przypomi-
najacy rdéznicowanie komdrek zarodka we wczesnych etapach embrioge-
nezy ssakéw, dlatego w wielu laboratoriach sg one wykorzystywane w ba-
daniach embriologii eksperymentalnej [18, 20, 34, 35]. R6wnocze$nie ko-
morki EC moga by¢ wykorzystywane w badaniach rozwojowej regulacji
zto$liwego fenotypu [19].

POCHODZENIE KOMOREK EMBRYONAL CARCINOMA

Znamy dwa Zrodta poochodzenia komoérek EC: pierwotne komorki
ptciowe w jadrach ptodowych oraz niezr6znicowane komarki zarodkowe.

POWSTAWANIE KOMOREK EMBRYONAL CARCINOMA Z PIERWOTNYCH KOMOREK
PLCIOWYCH

Nowotwory embrionalne moga powstawaé spontanicznie w jadrach
ptodowych u myszy w 12 dniu rozwoju [72]. W wiekszosci linii myszy
teratocarcinoma jadrowe, spontaniczne wystepuja rzadko, tylko w jed-
nej linii 129/) przypadki guzéw jagdrowych zdarzajg sie z wiekszg czes-
toscig, okoto 1% [69]. Czestos¢ wystepowania nowotworow zwiek-
sza sie u myszy heterozygotycznych w odniesieniu do genu steel (SI)
lub w podliniach 129/) ter SV [76]. Wynika stad, ze predyspozycja do
powstania spontanicznych nowotworéw embrionalnych w jadrach jest
u myszy uwarunkowana genetycznie. Jadrowe teratocarcinoma moga by¢
produkowane przez przeszczepienie ptodowych gonad w miejsca ektopo-
we. Rozwdj nowotworowy osigga sie tylko przeszczepiajac gonady mes-
kie, przeszczepione gonady z ptodow zenskich (presumptywne jajniki)
nie daja poczatku nowotworom [73]. Tworzenie eksperymentalne nowo-
tworéw embrionalnych jest réwniez uwarunkowane genetycznie, podob-
nie jak w przypadku teratocarcinoma spontanicznych, i ogranicza sie do
dwoch linii myszy 129/) i A/J. Stwierdzono, ze w doswiadczalnym two-
rzeniu tych nowotworéw odgrywa role czynnik $rodowiskowy; tworze-
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nie teratocarcinoma byto obserwowane tylko wtedy, kiedy gonady pto-
dowe byly przeszczepiane w miejsca 0 obnizonej temperaturze w stosun-
ku do catlego ciata gospodarza, jak jadro lub ucho [74]. Powstawanie no-
wotworow embrionalnych zar6wno spontaniczne, jak i indukowane eks-
perymentalnie jest ograniczone do 11-12 dnia rozwoju [71]. W trakcie
normalnego rozwoju w jadrze (okoto 14 dnia rozwoju) pierwotne komor-
ki piciowe rozpoczynajg stadium spoczynkowe — stadium rozproszonej
chromatyny, w ktérym pozostajg az do czasu rozpoczecia mejozy, tj. do
okoto 10 dnia po urodzeniu. W przypadku powstania nowotworéw em-
brionalnych pierwotne komdrki piciowe rozpoczynajg proliferacje jako
komérki EC, bez przejscia etapu mejozy. Proliferacja komérek piciowych
rozpoczyna sie w paru punktach jadra. Powstajg osrodki dzielacych sie
komérek niezréznicowanych. Cze$¢ z nich zaczyna sie réznicowaé [71].
Tkanki zroznicowane poczatkowo przypominajg endoderme pierwotng
wczesnego zarodka myszy, a w dalszym rozwoju pojawiajg sie tkanki
charakterystyczne dla po6zniejszych etapdéw rozwoju zarodka i ptodu.

POWSTAWANIE KOMOREK EMBRYONAL CARCINOMA Z NIEZROZNICOWANYCH
KOMOREK ZARODKOWYCH

Teratocarcinoma moga powstawaé z niezréznicowanych komérek za-
rodkowych — zarodkéw partenogenetycznych lub powstajgcych w wy-
niku normalnego zaptodnienia. Znane s przypadki powstania nowotwo-
réw embrionalnych w jajnikach u ludzi i myszy. U myszy spontaniczne
powstawanie tych nowotworéw jest zajwiskiem réwnie rzadko wystepu-
jacym, jak powstawanie spontanicznych nowotworéw jadrowych i ogra-
niczonym genetycznie do jednej linii LT. W tej linii czeSciej niz w ijn-
nych moze nastgpi¢ aktywacja partenogenetyczna oocytow, ktére zakon-
czyly | podzial mejotyczny [12] i ktére lezg w obrebie pecherzyka jaj-
nikowego [78]. Podobne pochodzenie teratocarcinoma jajnikowych z o-
ocytéw aktywowanych do rozwoju po zakonhczeniu | podzialu mejotycz-
nego stwierdzit u kobiet Linder [29, 30]. Aktywowane partenogenetycznie
oocyty rozwijajg sie podobnie jak normalny zarodek myszy, przechodzac
bruzdkowanie, osiggajg etap blastocysty, a nastepnie stadium rozwoju
odpowiadajace stadium 7 - 8-dniowego zarodka, w ktérym wyrozni¢ moz-
na ektoderme, mezoderme i endoderme. Po osiggnieciu tego etapu naste-
puje dezorganizacja rozwoju i przeksztatcenie sie tworu w nowotwor
embrionalny [78].

Stevens [75] wykazat, ze zarodki myszy przeszczepione w miejsca
pozamaciczne mogg przeksztalci¢ sie w teratocarcinoma. Powstanie no-
wotworéw z przeszczepionych zarodkOw nie jest ograniczone genetycz-
nie, ponadto zaréwno zarodki zenskie, jak i meskie moga przeksztatcaé
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sie w nowotwory embrionalne [68]. Powstanie eksperymentalnych nowo-
tworéw jest natomiast ograniczone przez stadium rozwoju przeszczepia-
nych zarodkéw. Zdolno$¢ do przeksztatcania sie w nowotwory embrio-
nalne maja zarodki poczynajgc od stadium 3,5 dnia rozwoju, a konczac
na 7 dniu rozwoju [75]. Wczesny rozwdj przeszczepionych zarodkdéw
przypomina rozw0j spontanicznych nowotworow jajnikowych, poniewaz
struktura przeszczepionego zarodka jest zdezorganizowana i powstajg
zroznicowane tkanki charakterystyczne dla coraz bardziej zaawansowa-
nych etap6éw rozwoju zarodkowego.

Diwan i Stevens [9] wykazali przez przeszczepianie izolowanych tka-
nek i zarodkow 7-dniowych w miejsca pozamaciczne, ze teratocarcinoma
powstajg z pierwotnej ektodermy zarodkowej cylindra zarodkowego.
Mozna zastanawia¢ sie, czy komdrki EC ni,e powstajg z pierwotnych ko-
morek piciowych. Wydaje sie, ze jest to mato prawdopodobne. Dunn
i Stevens [10] stwierdzili, ze po przeszczepieniu 6-dniowych zarodkdéw
powstajg nowotwory o kariotypie zeAskich i meskim, a jak wiadomo, po
przeszczepieniu ptodowych jajnikdw nie powstajg nowotwory embrio-
nalne. Po przeszczepieniu zarodkéw starszych 8- i 9-dniowych w miej-
sca pozamaciczne nie uzyskuje sie juz rozwoju nowotworéw. Badania
pierwotnych komérek pilciowych [48] wykazujg, ze komodrki te pojawiajg
sie w tylnej czesci smugi pierwotnej. Z doSwiadczeh Beddington [3] wy-
nika, ze ten rejon po przeszczepieniu w miejsca pozamaciczne nie wy-
twarza komdrek EC. Zdolno$¢ do wytwarzania tych komorek jest zloka-
lizowana w przedniej czesci cylindra zarodkowego. Wydaje sie wobec
tego, ze zarowno komérki EC, jak pierwotne komorki piciowe rozwijaja
sie z komérek zarodkowej ektodermy, ale z réznych jej rejondéw.

Ostatnio opracowano metode otrzymywania komorek EC bezposred-
nio z blastocyst eksplantowanych i hodowanych in vitro [13, 36]. Blasto-
cysty muszg by¢é jednak hodowane w obecnosci komdrek odzywiajgcych
(feeder cells) [14]. Pozostaje niejasne, jaka role w powstaniu komorek
EC petnig komorki odzywiajgce, wiadomo jednak, ze czynnik (i) w me-
dium warunkowanym obecnos$cig komdrek odzywiajgcych tzw. conditio-
ned medium powoduje przewage proliferacji nad réznicowaniem komoérek
[65, 59]. Wszystkie linie komoérek EC dotychczas w ten sposéb uzyska-
nych wykazujg zdolno$¢ do réznicowania w warunkach in vitro i tworze-
nia teratocarcinoma in vivo [14].

WEASCIWOSCI KOMOREK EMBRYONAL CARCINOMA

Teratocarcinoma myszy sg guzami zioSliwymi i charakteryzujg sie
obecnoscig komérek pochodnych wszystkich trzech listkow zarodkowych
i komoérek macierzystych — stem cells—niezr6znicowanych komérek EC.
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Pojedyncza komorka EC moze da¢ poczatek wszystkim zréznicowa-
nym typom komorek obserwowanych w nowotworach [28, 24]. Po prze-
szczepieniu rozizolowanych nowotworow zawierajgcych komorki EC pod-
skornie w ukladzie syngenicznym mozna otrzymaé przeszczepialng linie
guzéw litych [75]. Nowotwory mogg takze wystepowaé w postaci wysie-
kowej po iniekcji dootrzewnowej komdrek niezrdznicowanych, pobra-
nych z guza litego [54]. Powstajg twory zwane ciatami zarodkowymi
(embryoid bodies) [70, 54]. Struktury te sg tak nazwane, gdyz przypo-
minaja pewne stadia normalnego rozwoju zarodka. Ciata zarodkowe wy-
stepujg jako formy proste lub w postaci torbieli. Proste ciata zarodko-
we stanowig lite twory sktadajgce sie z puli niezréznicowanych komoérek
otoczonych catkowicie przez zewnetrzng warstwe komorek przypomina-
jacych komérki endodermalne. Twér ten przypomina wezet zarodkowy
blastocysty w okresie okotoimplantacyjnym, skiadajacy sie z komadrek
ektodermy i endodermy pierwotnej, z tg jednak roznica, ze w prostych
ciatach zarodkowych endoderma, ktora pokrywa pule niezréznicowanych
komorek, ma charakter endodermy parietalnej, podczas gdy w zarodku
jest to endoderma visceralna. Endoderma parietalna w zarodku wyscieta
wnetrze trofektodermy, wydzielajagc substancje tworzaca tzw. blone Rei-
cherta [55]. Przypuszczalnie ten typ endodermy otacza pule niezrdznico-
wanych komorek w ciatach zarodkowych /[34]. Ro6znice miedzy zarod-
kiem a ciatem zarodkowym nie muszg by¢ odzwierciedleniem gtebszych
wewnetrznych réznic. Po izolacji wezta zarodkowego z blastocysty i ho-
dowli in vitro tworzy sie naokoto ektodermy ciggte pasmo komorek
endodermalnych [60, 66], a niektére z nich mogga by¢ typu endodermy
parietalnej [83].

Drugim typem ciat zarodkowych znajdowanych w jamie otrzewnej
sg torbiele, ktore majg bardziej ztozong postat. Torbiele takie sg wypel-
nione ptynem i zawierajg wiele zréznicowanych typow komdrek. Struk-
tury te przypominajg pochodne wezta zarodkowego, ktéry ulegt dezor-
ganizacji w stadium 7-8 dnia rozwoju. Otoczone sg réwniez przez pa-
rietalng endoderme.

Hsu i Baskar [21] hodowali in vitro proste ciata zarodkowe z jamy
otrzewnej i poréwnywali ich rozw6j z rozwojem hodowanych in vitro
blastocyst. Stwierdzono $ciste podobienstwo miedzy wczesnym postim-
plantacyjnym rozwojem zarodka a tworzeniem sie ciat zarodkowych w po-
staci torbieli z prostych ciat zarodkowych. Ogromne podobieAstwo rézni-
cowania sie komorek EC i wczesnego zarodka wykazano ostatnio po pa-
sazowaniu in vivo komdrek EC linii izolowanej z guza OTT 6050 I[86].
Stwierdzono, ze w 35% ciat zarodkowych otrzymanych po pasazowaniu
dootrzewnowym komérek tej linii powstaje jama otoczona przez wydtu-
zone komorki uktadajace sie w postaci zarodkowej ektodermy, otoczo-
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nych przez pasmo komorek endodermalnych. W niektorych szczeg6lnie
rozro$nietych ciatach zarodkowych cze$é ektodermy tworzy region przy-
pomijajacy smuge pierwotng, z ktérej oddzielajg sie komérki przypomi-
najgce komérki mezodermy gromadzace sie w przestrzeni miedzy ekto-
dermg i endodermg majacg charakter endodermy wisceralnej. Twor ten
przypomina zarodek w stadium smugi pierwotnej. Fakt podobnego rézni-
cowania sie wskazuje na podobienstwo miedzy pulg komorek niezréznico-
wanych w ciatach zarodkowych i pluripotentnymi komérkami zarodka.

WELASCIWOSCI KOMOREK EC W WARUNKACH HODOWLI IN VITRO

Pluripotentne komdrki macierzyste moga by¢ izolowane albo z litych
guzéw, albo z guzéw wysiekowych. lzolacja z guzéw wysiekowych jest
najtatwiejsza, poniewaz niezréznicowane komérki stanowig wiekszos¢
catej populacji komdrek i znana jest ich lokalizacja. Wykazano, ze zdol-
nos¢ komoérek EC do tworzenia zréznicowanych guzéw jest zachowana
po ich klonowaniu i hodowli in vitro [26, 58]. Wyizolowano dotychczas
wiele linii EC hodowanych in vitro [33, 18]. Komdrki niektdrych linii
sg pluripotentne i moga ro6znicowaé¢ sie zaréwno in vivo, jak in vitro
w nieomal kazdy typ komdrek pochodzacych z trzech listkbw zarodko-
wych, podczas gdy komorki innych linii majg ograniczone zdolnosci do
roznicowania i proliferujac odtwarzajg tylko komdrki sobie podobne.
Pierwsze nazywamy komorkami (liniami) pluripotentnymi, drugie za$
nullipotentnymi. Najlepiej znanym przykiadem komorek nullipotentnych
jest linia F9 opisana po raz pierwszy przez Bernstina i wspétautoréow
[4]. W pewnych warunkach kamorki tej linii mogg r6znicowaé sie two-
rzagc komoérki endodermy [64].

Komorki EC majg mate rozmiary i morfologicznie przypominajg ko-
morki nabtonkowe. Komorki $cisSle przylegajg do siebie, ale mozna je
rozdzieli¢ przez pipetowanie. Komaérki sg morfologicznie niezréznicowa-
ne [8] i wykazujg aktywno$¢ fosfatazy zasadowej [4]. W mikroskopie
elektronowym komorki EC majg mato cytoplazmy zawierajgcej matg licz-
be organelli i nie wykazujg obecnosci czastek wirusowych. Duze jadro
zawiera jedno lub dwa jaderka. Komoérki EC hodowane in vitro w Za-
wiesinie majg tendencje do tworzenia agregatéw, ktore po pewnym cza-
sie tworzg ciata zarodkowe przypominajgce zarodek we wczesnym eta-
pie rozwoju [39, 31].

EMBRIONALNE ANTYGENY POWIERZCHNIOWE

Na powierzchni komoérek EC znajdujg sie antygeny [11], ktére w wie-
kszosci przypadkéw sa wspolne dla komoérek EC i komdrek zarodka we
weczesnych etapach rozwoju zarodkowego. Antygeny te nie wystepujg na
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komorkach dorostego osobnika i komérkach EC, ktore ulegly réznicowa-
niu ([23, 16]: przeglad pismiennictwa). Najbardziej znanym antygenem
obecnym zaréwno na komérkach zarodka, jak i komorkach EC jest anty-
gen F9. Jest to antygen obecny na powierzchni wszystkich komoérek EC
dotychczas testowanych zaréwno nullipotentnych, jak i pluripotentnych
[2]. Na powierzchni komérek zarodka stwierdza sie aktywno$¢ antygenu
F9, poczawszy od stadium zygoty, pare godzin po zaptodnieniu. Aktyw-
no$¢ wzrasta w stadium 4-8 blastomerow i utrzymuje sie na powierzch-
ni komérek zarodka do 9 dnia rozwoju. Poczawszy od 10 dnia rozwoju
komérki zarodkowe nie wykazujg juz obecno$ci antygenu F9 [2, 23]. O-
becnos¢ antygenu F9 jest determinowana u myszy przez gen usytuowany
w T-locus [1]. Istnieja dowody na to, ze produkt lub produkty aktywnos-
ci genu odpowiedzialnego za obecno$¢ antygenu F9 mogg odgrywaé role
we wczesnym rozwoju. Kemler i wsp. [27] stwierdzili, ze tzw. fragmen-
ty Fab kréliczej immunoglobuliny anty F9 moga odwracalnie hamowac
bruzdkowanie zarodkéw i powstawanie blastocyst.

Antygen powierzchniowy PCC4 wykrywany jest na powierzchni ko-
morek EC linii pluripotentnych i komoérek wezta zarodkowego blastocys-
ty [23]. Antygeny Forssmana i SSEA-1 (stage specific embryonic anty-
gen-1) [88, 67] sa wykrywane na powierzchni komdrek EC wigkszosci
linii. Zaréwno antygen Forssmana, jak i antygen SSEA-1 sg obecne na
powierzchni komorek zarodka myszy w przedimplantacyjnym i okoto-
implantacyjnym stadium rozwoju [87, 67].

Na powierzchni komorek EC, oprécz antygendéw, wystepujg jeszcze
inne znaczniki powierzchni komorek, ktére sg .wykrywane przy uzyciu
lektyn. Sa one réwniez wsp6lne dla komérek EC i komérek wczesnego
zarodka [63].

INAKTYWACJA CHROMOSOMU X

W komoaérkach somatycznych osobnika zenskiego ssakéw jeden z dwéch
chromosomoéw X jest genetycznie nieaktywny [32]. Inaktywacja chromo-
somu X, nastepujaca w rozwoju zarodkowym, wigze sie z rdznicowa-
niem komérkowym [46]. Proces ten wystepuje najwczes$niej w trofekto-
dermie — pierwszej roznicujacej sie w rozwoju tkance, nastepnie obej-
muje pierwotng endoderme, a w koncu komdrki ektodermy zarodkowej,
co nastepuje okoto 6 dnia rozwoju myszy (przed utworzeniem smugi
pierwotnej) [47, 56, 84]. Poniewaz inaktywacja chromosomu X* wigze
sie z procesem rdéznicowania komdrek, nalezy wiec spodziewac sie, ze
niezroznicowane komorki EC beda wykazywaty aktywno$é genetyczng
obu chromosomoéw X. Martin i wsp. {37} wykazali, ze komérki EC wszy-
stkich testowanych przez nich linii o kariotypie zenskim wykazywaty
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aktywnos$¢ obu chromosoméw X, do momentu zréznicowania, co powodo-
wato inaktywacje jednego z chromosomoéw. Opisano jednag linie gene-
tycznie zenskich komérek EC, wykazujgcg aktywnos$¢ tylko jednego chro-
mosomu X [40]. RoOznice miedzy liniami mogg by¢ zwigzane z rdznicg
w stadium rozwoju komdrek prekursorowych EC w obu liniach uzywa-
nych do doswiadczen. Komorki EC, w ktérych byly aktywne genetycz-
nie oba chromosomy X [37], pochodzity ze spontanicznego nowotworu
jajnikowego, podczas gdy linie komérkowe o aktywnym genetycznie tyl-
ko jednym chromosomie X [40] pochodzity z teratocarcinoma powsta-
tego przez przeszczepienie 6,5-dniowego zarodka, w ktérym mogta juz
nastapi¢ inaktywacja chromosomu X.

ZDOLNOSC KOMOREK EC DO WZIECIA UDZIALU W ROZWOJU ZARODKOWYM

Komorki EC wprowadzone do $rodowiska rozwijajacego sie zarodka
moga zachowywaé sie jak normalne komérki zarodkowe i bra¢ udziat
w embriogenezie. £aczenie komdérek EC z komoérkami zarodka dokonuje
sie podobnie jak #gczenie dwdch genetycznie réznych zarodkéw dla utwo-
rzenia osobnika chimerowego. Sg znane dwie metody otrzymywania chi-
mer pochodzacych z dwéch genetycznie réznych zarodkéw. Pierwsza po-
lega na agregacji dwéch zarodkéw w stadium moruli [85, 41], druga za$
na mikrochirurgicznym wszczepieniu komorek EC do jamy blastocysty
[17]. Powstate chimerowe blastocysty moga by¢ przeszczepiane do maci-
cy biorczyni w cigzy rzekomej (samicy, ktéra zostata pokryta sterylnym
samcem), gdzie rozwija¢ sie moga do urodzenia. Obie techniki byty sto-
sowane do #gczenia komorek EC z komdrkami zarodka i w [wyniku licz-
nych przeprowadzonych doswiadczen otrzymano chimery, w ktdrych
ciele byty reprezentowane zaréwno komorki pochodzace z komérek EC,
jak i z zarodka [5, 45, 52, 79, 80]. Komorki EC tgczone z komdérkami za-
rodka pochodzity z linii hodowanych in vivo oraz in vitro [53].

Pochodne komorek EC mogg bra¢ udzial w tworzeniu wszystkich
tkanek osobnika chimerowego, a nawet tworzy¢ komdrki tych narzgdow,
ktérych nigdy nie obserwowano w trakcie rdznicowania komdrek EC
w nowotworach, tzn. watroby, nerki i grasicy [77, 44]. Komérki EC da-
waty poczatek komorkom w peini funkcjonalnym, tzn. syntetyzujgcym
specyficzne dla danej tkanki produkty, np. immunoglobuliny, biatka wa-
troby, hemoglobina [45], a takze mogly dawaé poczatek komorkom picio-
wym [81].

Préby otrzymywania osobnikéw chimerowych byly przeprowadzane
w wielu laboratoriach z rozng efektywnoscia, zalezng od linii komérek
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EC uzytych do taczenia z zarodkiem. Do 1983 r. otrzymano 477 osobni-
kéw chimerowych na 3076 przeszczepionych do biorczyni blastocyst chi-
merowych, co stanowi 16°/« (za Papaioannou i Rossant [53]). Efektywnosé
tych doswiadczen jest niska w poréwnaniu z efektywnos$cig otrzymywa-
nia osobnikéw chimerowych przez iniekcje wezta zarodkowego jednej
blastocysty do jamy drugiej blastocysty. W eksperymentach tych otrzy-
muje sie 90-100% chimer [50]. Rozwdj osobnikéw chimerowych, po-
wstatych przez potgczenie dwdch zarodkéw, jest na og6t normalny, pod-
czas gdy osobniki powstate przez kombinacje zarodka z komoérkami EC
przewaznie wykazujg wady rozwojowe i obecno$¢ nowotwordw.

Ré6zne linie komérek EC wykazujg rézne zdolnosci do wigczania sie
w tok embriogenezy. Mozna wyrd6zni¢ kilka mozliwych sposobdéw zacho-
wania sie komorek EC w $rodowisku zarodka.

1 Komérki EC nie uczestniczg w rozwoju i sa eliminowane, np. linie
R/5, F1/9, 1009 [53].

2. Zachowujg swoj ztosliwy fenotyp, a wiec zdolno$¢ do nieograniczo-
nej proliferacji, bez zdolnosci do rdznicowania. Powstate osobniki maja
nowotwory (np. linia C17) [51, 52].

3. Cze$¢ komérek pochodnych EC zachowuje zdolno$é do nieograni-
czonej proliferacji, a czes¢ wykazuje zdolno$¢ do réznicowania. Powstajg
osobniki chimerowe z nowotworami (np. linia P19S18) [61].

4. Komorki EC pod wplywem $rodowiska zarodka uzyskujg zdolnosé
do r6znicowania. Powstajg osobniki chimerowe bez nowotwordw (np. li-
nie METT 1i OTT6050) [22, 81].

Na uwage zastuguje fakt, ze komdrki EC, ktoére pod wptywem S$rodo-
wiska zarodka osiggnety zdolno$¢ do rodznicowania, pochodzity z linii
hodowanych zaréwno in vivo, jak i in vitro. Wsrod otrzymanych normal-
nych osobnikéw byty chimery odznaczajgce sie chimeryzmem komorek
ptciowych. Otrzymano je taczac z zarodkiem komorki EC z linii METT
1, OTT6050 i LT72484-395. Pierwsza z linii byta hodowana in vitro,
a dwie nastepne byty retransplantowane in vivo [22, 42, 44, T].

Komorki EC niektorych linii po przeszczepieniu do zarodka nie pod-
daja sie dziataniu $rodowiska zarodkowego i mogg zachowaé zdolnos$é do
nieograniczonej proliferacji. W wiekszosci linii sg to przypadki rzadkie —
okoto 20% analizowanych osobnikdw chimerowych. Sg jednak linie,
w ktdrych czesto$¢ wystepowania osobnikéw z nowotworami jest wiek-
sza, np. po wprowadzeniu komoérek EC linii C17 do blastocysty u 8 ,chi-
mer na 13 otrzymanych wystepowaty nowotwory. Czestos¢ wystepowa-
nia nowotwordw nie wigze sie z warunkami hodowli komédrek EC uzy-
tych do tworzenia chimer. Nowotwory wystepujg u osobnikoéw, u ktérych
komdrki EC pochodzity z hodowli zardwno in vitro, jak i in vivo. Zdol-
no$¢ lub niezdolno$é do normalizacji ztosliwego fenotypu wydaje sie we-
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wnetrzng wilasciwos$cig poszczegolnych linii komdrek EC, co moze wy-
ptywac z niezdolnoS$ci tych komdrek do wiasciwej odpowiedzi na dziata-
nie srodowiska zarodkowego.

Nowotwory obserwowane u chimer zwykle sktadajg sie z komodrek
EC, albo opr6écz komérek niezréznicowanych wystepujg zréznicowane
tkanki. Analiza enzymoéw w tkankach nowotworéow wykazata obecnos¢
zaréwno komorek pochodzacych z EC, jak i z komoérek zarodka. Wiado-
mo jednak, ze komorki ztosliwe, wchodzace w sktad nowotworu, po-
chodzg z komdrek pochodnych EC [22]. Prawie potowa zwierzat z no-
wotworami miata tkanki, w ktorych pochodne komdrek EC réznicowaty
sie normalnie. Poczatkowo sgdzono, ze Srodowisko blastocysty moze kon-
trolowaé¢ czy powodowaé roznicowanie tylko okreslonej liczby ko-
morek; jezeli komdrek jest wiecej, wtedy mogg one wymykac sie
spod kontroli $rodowiska zarodka i utrzymujg zdolno$¢ do nieogra-
niczonej proliferacji [49]. Stwierdzono jednak, ze po wprowadzeniu do
blastocyty pojedynczej komorki EC moze powstaé osobnik wykazujgcy
chimeryzm tkanek z rozwinietym nowotworem, a wiec pojedyncza ko-
morka EC moze da¢ poczatek zarowno populacji komorek normalnie r6z-
nicujacych sie, jak i populacji komoérek zto$liwych [61]. Swiadczy to
0 tym, ze powstanie osobnika chimerowego z nowotworem nie musi by¢
wynikiem wprowadzenia do zarodka niejednorodnej populacji komorek
EC. Pozostaje otwarte zagadnienie, czy nowotwor powstat z komoérek,
ktdre nie poddaty sie normalizujagcemu wptywowi S$rodowiska zarodka
1 zachowaty swdj ztosliwy fenotyp przez okres rozwoju ptodowego, czy
tez roznicowaty sie normalnie, a wtdérnie wrécity do swego ztosliwego
fenotypu.

Powstanie osobnika wykazujgcego chimeryzm tkanek z nowotworem
po wprowadzeniu jednej komérki EC do blastocysty wskazuje, ze decyz-
ja zachowania zdolnosci do nieograniczonej proliferacji lub rozpoczecia
réznicowania byla podjeta nie wcze$niej niz po jednym przynajmniej
podziale komorki EC w obrebie blastocysty. Moze to sugerowaé, ze pro-
ces powrotu do fenotypu normalnego czy uzyskanie zdolnosci do rézni-
cowania jest procesem trwajacym przez pewien czas lub moze nawet pa-
re cykli komdrkowych, przy czym z nieznanych powoddéw niektore ko-
marki moga osigga¢ wczesniej zdolno$é do réznicowania, a inne poOzniej
lub wcale. Aby uzyska¢ réznicowanie komérek EC pod wpltywem che-
micznego induktora, jakim jest kwas retinoidowy w warunkach in vitro
[82], konieczne jest dziatanie tego induktora przez przynajmniej 48 h, tzn.
wiecej niz jeden cykl komorkowy [57]. Do okre$lenia czasu potrzebnego
na roznicowanie komoérek EC pod wptywem Srodowiska zarodka wyko-
nano nastepujace eksperymenty. Agregowano komorki EC z 8-blastome-
rowym zarodkiem. Agregat komérek hodowano in vitro. Z powstatej chi-
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merowej blastocysty izolowano wezet zarodkowy po réznym czasie ho-
dowli zarodka (od 2 do 4 dni hodowli in vitro). Wezet zarodkowy hodo-
wano w warunkach umozliwiajacych implantacje in vitro. W piiejscu
implantacji oceniano czesto$¢ wystepowania miejsc charakteryzujgcych
sie rozrostem komdrek EC [89]. Stwierdzono, ze im diuzszy okres, w Kkto-
rym komdrki EC byly poddane dziataniu komorek zarodkowych, tym
rzadziej wystepowaty zgrupowania komoérek o ztoSliwym fenotypie. Po
dwéch dniach hodowli zarodka, w miejscu implantacji izolowanego wezta
zarodkowego zawsze dochodzito do rozrostu komdrek nowotworowych,
podczas gdy po 4-dniowej hodowli zarodka chimerowego komorki nie-
zdolne do réznicowania pojawiaty sie tylko w 9°0 przypadkéw. Mozna
wobec tego wysnué¢ wniosek, ze regulacja ztoSliwego fenotypu zachodzi
stopniowo i nie jednocze$nie we wszystkich komdrkach. W tej samej
pracy stwierdzono, ze komdrki EC, ktére pod wptywem komoérek zarod-
kowych stracity zdolno$¢ do nieograniczonej proliferacji i nabyty zdol-
nosci do réznicowania, zachowujg pewne wiasciwosci komérek nowotwo-
rowych, odznaczajg sie mianowicie szybszym tempem proliferacji niz
komorki zarodka, co moze Swiadczy¢ o niekompletnej regulacji ztosliwego
fenotypu [89].

W materiale chimer — ptodéw badanych w potowie cigzy, wiele o0so-
bnikéw jest obarczonych wadami rozwojowymi. Wady rozwojowe sg roz-
ne, poczawszy od braku upostaciowanego zarodka poprzez wady cewy
nerwowej az do powstania osobnika morfologicznie normalnego, ale o-
p6znionego znacznie w rozwoju [61, 15]. Przy uzyciu do tworzenia chi-
mer komorek EC niektérych linii wady wystepujg szczeg6lnie czesto.
Z 19 linii komdrek EC przeszczepionych do zarodka, 9 nie dawato wad
rozwojowych, ale 3 z nich nie wigczato sie w tok rozwoju zarodkowego,
a 6 dawato bardzo niski procent chimeryzmu, Kktory byt obserwowany
gtowmie w tkankach pozazarodkowych. Chimery powstate po potaczeniu
z zarodkiem komorek EC pozostatych 10 linii miaty wady rozwojowe.
Na 1471 ptodow znalezionych w potowie cigzy po przeszczepieniu blas-
tocyst chimerowych 280 osobnikéw byto chimerami, z czego 157 (56%)
ptodow byto opdznionych w rozwoju lub z wadami rozwojowymi ([53]:
przeglad pisSmiennictwa). Czestos¢ wystepowania nienormalnosci i ich
stopienn koreluja w niektérych liniach z procentem chimeryzmu osobni-
ka [15], ale w innych liniach duzy udziat komorek, pochodnych EC w
ciele chimery, nie tgczy sie z powstawaniem wad rozwojowych [53].
Fuji i Martin [15] wykonaly kontrolne badania rozwoju chimer powsta-
tych przez potaczenie zarodk6w w réznym stadium rozwoju, a wiec agre-
gowano morule z morulg, morule z weztem zarodkowym i morule z ko-
morkami ektodermy zarodkowej. Okazato sig, ze im wigksza rdznica
w stadium rozwoju #aczonych zarodkéw, tym wiekszy procent chimer
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z wadami rozwojowymi. DosSwiadczenia te moga sugerowaé, ze czeste
powstawanie chimer z wadami rozwojowymi wtedy, kiedy komérki EC
pochodza z jednej linii, a brak wad wtedy, kiedy pochodzg z innej linii,
moze wigza¢ sie z rdznicg w stadium rozwoju komérek prekursorowych
obu tych linii. Oznacza¢ to moze, ze komérki EC, ktdére po potgczeniu
z zarodkiem dajg chimery bez wad rozwojowych, moga rozwijaé sie z ko-
morek prekursorowych mniej zaawansowanych w rozwoju niz komorki
EC, ktore po kombinacji z zarodkiem dajg osobniki z wadami.

ROZNICE W POTENCJI ROZWOJOWEJ KOMOREK EC ROZNYCH LINII

Przytoczone dane sugeruja, ze réznice w potencji rozwojowej komé-
rek EC réznych linii mogg wynika¢ z réznic w stopniu zaawansowania
komorek prekursorowych poszczeg6lnych linii EC, jezeli przyjmiemy,
ze decyzja o rozpoczeciu niekontrolowanej proliferacji, bez mozliwosci
réznicowania, moze by¢ podjeta przez komorki zarodka w roéznym sta-
dium rozwoju embrionalnego. Istniejg dane potwierdzajace te hipoteze.
Cechg upodabniajgcqg komdrki EC wiekszosci linii do komoérek pierwot-
nej ektodermy wezta zarodkowego jest zdolnos¢ do tworzenia pierwot-
nej endodermy na powierzchni agregatow komorek EC. Wiadomo, ze
w miare postepujacego rozwoju zarodka wygasa zdolno$¢ do odtwarza-
nia endodermy pierwotnej przez komorki ektodermy pierwotnej [62].
Wiadomo réwniez, ze nie wszystkie linie pluripotentne komoérek EC majg
zdolno$¢ do tworzenia endodermy pierwotnej na powierzchni agregatéw.
Na przyktad komérki linii PSA-1 tworzg z reguly endoderme pierwot-
ng [38]. Linia ta pochodzi z 3,5-dniowego zarodka, podczas gdy komorki
linii P19, pochodzacej z zarodka 7,5-dniowego, nie odtwarzajg endoder-
my [25]. Danych przemawiajacych za istnieniem réznic w stopniu za-
awansowania w rozwoju komérek prekursorowych réznych linii EC jest
wiecej. Komorki niektorych linii stopniem metylacji powtarzajgcych sie
odcinkéw DNA przypominajg komorki zarodka 7,5-dniowego, podczas
gdy stopien metylacji DNA komoérek innych linii jest taki sam jak w oocy-
cie ([62]: przeglad pismiennictwa). Wiekszos$¢ linii komérek EC myszy,
podobnie jak komdrki p6Zznego wezta zarodkowego, nie jest zdolna do
tworzenia trofektodermy; sa jednak doniesienia o utworzeniu komdrek
trofoblastycznych olbrzymich przez jedng linie komorek EC [14]. Komor-
ki EC linii PIO pochodzacej z zarodka 7,5-dniowego po przeszczepieniu
do blastocysty nie kolonizujag pochodnych pierwotnej endodermy w po-
wstatych chimerach [62], podczas gdy komérki EC linii PSA 4, pochodza-
cej z 3,5-dniowej blastocysty, wchodza w skitad tkanek pochodnych pier-
wotnej endodermy [80]. R6zne linie komérek EC charakteryzuja sie roz-
ng kompozycja strukturalnych lipidéw btony cytoplazmatycznej [6]. Au-
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torki pracy [6] sugeruja, ze linie komoérek EC odznaczajgce sie obecnos-
cig krotkich tancuchéw gangliozydowych, przypominajg wczesniejsze sta-
dium rozwoju zarodkowego, podczas gdy komorki EC o diuzszych tan-
cuchach gangliozydowych sag zblizone do komoérek zarodka w pézniej-
szych stadiach rozwoju.

Ten krétki przeglad witasciwosci komorek EC wskazuje, ze chociaz
w zarodku mozna wyrdzni¢ wiele typéw pluripotentnych, komdérek, po-
zostaje ciggle niejasne, czy komdrki EC mozna poréwnaé¢ do jakiego$ jed-
nego szczegdlnego typu komorek zarodkowych, w okreslonym stadium
rozwoju. Miedzy komérkami EC i zarodka wystepuja znaczne réznice,
ktore mogg by¢ jednak spowodowane przez dziatanie wtorne czynnikéw
takich jak warunki hodowli lub stopien normalnosci kariotypu. Komor-
ki EC nie sg zdolne do samodzielnego kontrolowania normalnego rozwo-
ju po przeszczepieniu do pecherzyka trofoblastycznego bez wezta za-
rodkowego [43], niektore linie maja jednak zdolno$¢ do rozpoczecia rozni-
cowania i wziecia udzialu w embriogenezie w S$rodowisku normalnego
zarodka. Pluripotentne komorki zarodka charakteryzujg sie powtarzal-
nym wzorcem proliferacji i r6znicowania w czasie rozwoju zarodkowe-
go, podczas gdy komdrki EC cechuje mozliwos$¢é nieograniczonej prolife-
racji. Ztosliwos¢ komorek EC albo moze by¢ spowodowana autonomiczng
niezdolnoscig tych komorek do rdznicowania, albo ich proliferacja jest
niezalezna od egzogennych czynnikéw (czynnikéw wzrostu), ktére w nor-
malnym rozwoju kontrolujg stopien ekspansji populacyjnej. Sposrdd
dwéch hipotez dotyczacych pochodzenia komdrek EC, pierwsza méwi, ze
pula komoérek niezr6znicowanych powstaje w wyniku trwatej, ale odwra-
calnej zmiany w ekspresji genow w populacji normalnych pluripotent-
nych komorek. Takie ,transformowane” komorki kontynuujg prolifera-
cje w stanie niezréznicowanym, poniewaz zaszte w nich nowotworowe
zmiany redukujg zdolno$¢ do odpowiedzi na normalny sygnat do rézni-
cowania [43], Druga hipoteza méwi, ze komdrki EC nie podlegajg trans-
formacji, lecz reprezentujg wyselekcjonowang grupe-populacje catko-
wicie normalnych komorek zarodkowych, ktére sg zaprogramowane do
podziatdw az do momentu, kiedy otrzymajg witasciwy sygnat do rozni-
cowania. Jezeli komorki znajdujg sie w miejscu pozamacicznym, to syg-
nat ten nie jest wystarczajagcy do kontynuacji normalnego rozwoju za-
rodkowego, wobec czego komoérki tylko proliferujg, bez mozliwosci réz-
nicowania [36].
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ROZNORODNOSC | WZAJEMNE ODDZIALYWANIE
SUBPOPULACJI KOMOREK NOWOTWOROWYCH

HETEROGENEITY AND TUMOUR SUBPOPULATION INTERACTIONS

Leon STRZADALA

Zaktad Immunologii Nowotworéw, Instytut Immunologii i Terapii Dos$wiadczalnej
PAN

Streszczenie. W pracy przedstawiono aktualne poglady na temat heterogennosci
komérek nowotworowych pod wzgledem zdolnosci do przerzutowania, interakcji
miedzy ich subpopulacjami oraz niestabilnosci fenotypowej subpopulacji klonalnych.
Przedstawiono koncepcje réwnowagi w heterogennej populacji komoérek nowo-
tworowych.

Summary. This article presents current topics on tumour cells metastatic hetero-
geneity, tumour subpopulation interactions and phenotypic instability of clonal
subpopulations. Concept of equilibrium in heterogeneous tumour cells population
is presented.

W wyniku badah ostatnich lat umacnia sie poglad, ze nowotwdr two-
rzg rézne populacje komorek wykazujgce znaczng heterogennos$é pod
wzgledem wielu cech biologicznych. Nawet jezeli nowotwdr wywodzi sie
z pojedynczej stransformowanej komérki, to populacja komdrek nowo-
tworowych bedzie po pewnym czasie fenotypowo heterogenna, co ozna-
cza, ze dana cecha nie bedzie jednakowo wyrazona we wszystkich ko-
morkach populacji nowotworowej. To stwierdzenie wypiera diugo panu-
jacy poglad o nowotworze jako zbiorze identycznych, anarchicznie za-
chowujacych sie komérek, ktére wymknety sie spod kontroli gospodarza
i namnazajg si¢ w sposob chaotyczny i niepohamowany. Zatozenie o ho-
mogennosci komérek nowotworowych diugo cigzyto na badaniach nad
nowotworami, jak i na poszukiwaniu sposobéw skutecznej terapii, mimo
ze pierwsze dane o heterogennosci nowotworéw pojawity sie juz w cza-
sach Virchowa [25]. Zjawisko heterogennosci nie jest unikatowe dla
nowotworoéw, wystepuje réwniez w tkankach prawidtowych, jednakze
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w mniejszym stopniu [47, 22]. W nowotworach heterogenno$¢ dotyczy
takich cech jak: utkanie histologiczne, morfologia komdrek, markery
chromosomalne, antygeny powierzchniowe, skitad glikoproteidow, gliko-
lipidow, enzymoéw, wrazliwos¢ na leki, wrazliwo$s¢ na napromienianie
i na mechanizmy odpornosciowe gospodarza, zdolno$¢ do adhezji, inwa-
zyjnosci czy wreszcie zdolno$¢é do przerzutowania [14, 42, 44]. W tej pra-
cy omoOwimy ostatniag z wymienionych cech, gdyz stanowi ona jedng
z gtéwnych przyczyn niepowodzen w leczeniu nowotworow [24].

PROGRESJA NOWOTWOROWA

Populacja komoérek nowotworowych zmienia sie w czasie i u danego
osobnika jest rézna w réznych stadiach choroby. Foulds [20] opisat
to zjawisko jako progresje nowotworowa, czyli nabywanie statej, nie-
odwracalnej zmiany jakosciowej w jednej lub wiecej cechach nowotwo-
ru. Ewolucja nowotworu jest stopniowa i prowadzi do zwiekszania jego
autonomii. Pierwotng koncepcje Fouldsa rozwingt Noweli [45] zaklada-
jac, ze proces progresji nowotworowej jest wynikiem nabywania przez
komérki nowotworowe labilnosci genetycznej, co pozwala na ciggta se-
lekcje subpopulacji wariantowych.

Proliferacja komorki nowotworowej w jej unikatowym mikrosrodo-
wisku prowadzi w konsekwencji do pojawienia sie wariantéw komorko-
wych wsrod jej potomstwa. Azeby przezyé i proliferowa¢ w konkuren-
cyjnej populacji innych komérek nowotworowych, warianty komorkowe
muszg mieC przewage nad pozostatymi komdrkami nowotworu. Nieuda-
ne warianty komoérkowe, np. silnie immunogenne lub bez receptoréw
dla czynnikéw wzrostu bedg niszczone przez mechanizmy obronne gos-
podarza lub utracg zdolno$¢ do odpowiedzi na sygnaty mikrosrodowiska
podtrzymujace wzrost i réznicowanie. Przeciwnie, warianty o cechach
konkurencyjnych w poréwnaniu z sgsiadami moga da¢ poczatek nowej
subpopulacji, ktora ostatecznie moze sta¢ sie dominujacg. Zmiany w zna-
czeniu poszczeg6lnych subpopulacji mogg w ciggu pewnego okresu pro-
wadzi¢ do wyodrebnienia subpopulacji o rozbieznych wi#asciwosciach
i 0 zwiekszonej zdolnosci do przezycia i utrzymania wzrostu {43]. Nowo-
twory w stadium zaawansowanej progresji mogg przedstawiaé zadzi-
wiajacg mozaike roznorodnych subpopulacji z prawie nieograniczong
zmienno$cig fenotypowsa.

Nie jest sprawg rozstrzygnieta, jakie mechanizmy sg odpowiedzialne
za generowanie heterogennosci. Koncepcja progresji nowotworowej Foul-
dsa i Nowella opiera sie na zatozeniu, ze zmiany w cechach fenotypo-
wych komorek nowotworowych spowodowane sg przypadkowymi muta-
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cjami somatycznymi, wystepujacymi w zwigzku ze zwiekszong niesta-
bilnoscig genetyczng. Wraz z postepowaniem progresji nowotworowej
powinna zwieksza¢ sie niestabilno$¢ genetyczna [20, 45]. Stuszno$é tego
zatozenia potwierdzili doswiadczalnie Cifone i Fidler [5]. Poréwnujac
linie nowotworowe wysoko i nisko przerzutujgce, stwierdzili 3-7-krot-
ny wzrost liczby spontanicznych mutacji w liniach wysoko przerzutu-
jacych w pordéwnaniu z nisko przerzutujacymi. Zwiekszona liczba spon-
tanicznych mutacji nie moze by¢ jednak jedynag przyczynag r6znorodnos-
ci fenotypowej obserwowanej w nowotworach. Odmiany fenotypowe
wystepujg bowiem ze znacznie wyzsza czestotliwo$cia, niz wynikatoby
to z liczby spontanicznych mutacji [4, 23, 48]. Obserwuje sie rowniez
drastyczne zmiany w fenotypie komdrek nowotworowych, szczeg6lnie
w przypadku zdolnosSci do przerzutowania, ktore trudno wyjasni¢ zja-
wiskiem mutacji genetycznej [7, 32, 38].

W powstawaniu ré6znorodnych komorek nowotworowych mogg braé
udziat réwniez zmiany epigenetyczne, powodujgce zmiane w ekspresji
genéw, bez zmian w sekwencji DNA. Kerbel uzyskat dane wskazujace,
ze szybkie, niestabilne zmiany fenotypowe komdrek nowotworowych
moga by¢ zwigzane z hypometylacja DNA. W czasie normalnego pro-
cesu roznicowania wiele genéw wytgczanych jest przez metylacje cyto-
zyny w DNA, a wigczanych przez demetylacje [53], Zmieniajac stopien
metylacji DNA poprzez zastosowanie analogu cytozyny, otrzymano gwat-
towng zmiane fenotypowa (utrata tumorogenno$ci) w 80% badanych
klonébw nowotworowych. Zmiany te byty niestabilne i klony stopniowo
wracaty do fenotypu wyjsciowego [30]. Inni autorzy wykazali, ze zmia-
ny w stopniu metylacji DNA komorek nowotworowych powodujg induk-
cje fenotypu przerzutowego oraz zmiany we wrazliwosci komorek na
lize przez cytotoksyczne limfocyty T [1, 46],

Schirrmacher zaproponowat model powstawania heterogennosci, w
ktorym sygnaty z mikrosrodowiska w postaci czynnikéw rozpuszczalnych,
kontaktu komérek z macierzg miedzykomorkowga czy kontaktu pomiedzy
komoérkami mogg aktywowac programy genetyczne w komdrkach nowo-
tworowych, wywotujgc zmiany fenotypowe podobne do tych, jakie wy-
stepujg w czasie normalnego rdznicowania [54]. W modelu tym rola
czynnikéw ustrojowych nie sprowadza sie jedynie do selekcji, ale obej-
muje réwniez indukcje nowych odmian fenotypowych ws$réd komérek
nowotworowych. Wyniki uzyskane przez Beatseliera i wspdipr. zdaja
sie wskazywa¢ na takg mozliwos¢ [3]. Komodrki mysiego chioniaka
BW 5145, podane dosledzionowo, nabywajg zdolnosci do przerzutowania.
Na powierzchni tych komorek wystepuje pierwotnie jedynie antygen
Thy 1, brak natomiast antygenéw Lyt 1 i Lyt 2, co moze by¢ zwigzane
z zatrzymaniem sie komorek na pewnym etapie réznicowania limfocy-
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tébw T. Na komérkach przerzutow pojawia sie oprécz antygenu ,Thy 1,
antygen Lyt 1 nieobecny na linii wyjsciowej. Wyjasniajac to zjawisko
bierze sie pod uwage mozliwos¢ aktywacji ,$pigcych” gendéw w linii
BW 5145 przez $rodowisko $ledziony, co uwidacznia sie ekspresja anty-
genu Lyt 1. Komorki uzyskujg fenotyp bardziej zréznicowanego limfo-
cytu T i nabywajg zdolnosci do przerzutowania.

Inny mechanizm moze polega¢ na spontanicznej fuzji komérki nowo-
tworowej z komorkg prawidtowa gospodarza. Nieprzerzutujgce komarki
plazmocytoma czy chioniaka komoérek T w wyniku fuzji in vitro z pra-
widtowymi limfocytami B czy aktywowanymi limfocytami T nabywaty
zdolno$ci do przerzutowania [2, 3, 28, 31]. Na kilku modelach nowotwo-
row dosSwiadczalnych stwierdzono, ze pojawianie sie nowej cechy, zdol-
nosci do przerzutowania, spowodowane byto spontaniczng fuzjg in vivo
komdrki nowotworowej z komoérkami gospodarza. Komorki izolowane
z przerzutow miaty oprocz antygendéw powierzchniowych, charaktery-
stycznych dla komdérek nowotworowych, réwniez antygeny gospodarza.
Prace wskazujace na to, ze komorki nowotworowe rosngce in vivo moga
ulega¢ fuzji z komérkami prawidtowymi gospodarza, pojawialy sie juz
wczesniej, z tym ze nie odnoszono tego zjawiska do wyjasnienia hete-
rogennosci i progresji nowotworowej. Jedynie Goldenberg [21] sugero-
wat, ze tworzenie sie przerzutow nowotworu ludzkiego rosngcego u cho-
mika spowodowane byto fuzjg ludzkich komdérek nowotworowych z pra-
widtowymi komorkami chomika. W literaturze pojawiajg sie réwniez
koncepcje ttumaczace niestabilno$¢ genetyczng komoérek nowotworowych
zmianami w sekwencjach niekodujacych, ktére stanowigc przewazajaca
cze$¢ genomu, moga by¢ gtébwnym celem kancerogenéw. Zmiany w tych
sekwencjach odpowiedzialne bytyby za zmniejszong stabilno$¢ genomu,
objawiajaca sie zwiekszong czestoscig przegrupowan gendéw struktural-
nych i ich sekwencji regulacyjnych, co w konsekwencji prowadzitoby do
powstawania wariantow fenotypowych [6]. W powstawaniu réznorod-
nosci komoérek nowotworowych postuluje sie réwniez udziat onkogenow
oraz mechanizméw podobnych do tych, ktére biorg udziat w tworzeniu
réznorodnosci immunoglobulin [43, 44]. Tak wiec powstawanie mozaiki
fenotypowo rdznych subpopulacji w nowotworze ztoSliwym mozna ttu-
maczy¢é wieloma mechanizmami. W czasie wzrostu progresywnego pod
wptywem naciskéw selekcyjnych zaréwno naturalnych, jak i sztucznych
(np. terapia) mozaika ta staje sie dynamiczna i zmienna zaréwno pod
wzgledem liczby, jak i natury tworzacych jg subpopulacji. Wielo$¢ me-
chanizmoéw prowadzacych do heterogenno$ci moze dodatkowo zwiekszaé
réznorodno$¢ komorkowsg, gdyz progresja nowotworowa moze podgzaé
réwnolegle wieloma drogami, a nie wedlug jednego statlego wzorca [51].
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HETEROGENNOSC KOMOREK NOWOTWOROWYCH POD WZGLEDEM
ZDOLNOSCI DO PRZERZUTOWANIA

Badania na kilku modelach doswiadczalnych potwierdzity oryginalng
obserwacje Fidlera [11], ze nowotwory ztoSliwe sg heterogenne pod
wzgledem zdolnosci do przerzutowania. Fidler i Kripke [12] z zawiesiny
komorek czerniaka K-1735 uzyskali kilkanascie klonéw. Mimo ze klony
te pochodzity z pojedynczego nowotworu przerzutujgcego do ptuc (Sred-
nio 33 przerzuty/mysz), to réznity sie znacznie zdolnoscig do przerzuto-
wania. 7 spo$rdéd nich dawato od 1 do 7 przerzutéw/mysz, 4 Jdony od
20 do 90 przerzutéw/mysz, a 5 klonéw nie przerzutowato w ogdle. Brak
zdolnosci do przerzutowania nie jest cechg bezwzgledng i w nowotworze
zto$liwym obecne sg subpopulacje aktualnie nieprzerzutujace, ktore jed-
nak w sprzyjajacych warunkach moga ujawni¢ te zdolno$¢. Wynika to
ze ztozonosci wieloetapowego procesu przerzutowania (rye. 1). Komor-

Ryc. 1. Podstawowe stopnie kaskady przerzutowania wedtug [24], zmodyfikowane

ka, ktéra nie jest w stanie pokona¢ chociaz jednego ze stopni, tzw. kaska-
dy przerzutowania, nie jest w stanie utworzy¢ przerzutu [24], Trudno$¢
w pokonaniu wszystkich bez wyjatku stopni przerzutowania sprawia, ze
jest ono procesem mato wydajnym [57]. Po dozylnym podaniu komérek
nowotworu przerzutujgcego wiekszo$¢ z nich ginie w ciggu 24 godz.,
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przezywa tylko 0,1% komorek, ktore nastepnie dajg przerzuty [10].
W nowotworze ztosliwym mozna wiec wyrézni¢ dwie gtéwne subpopula-
cje: zdecydowanie przewazajacg iloSciowo subpopulacje nieprzerzutu-
jacg oraz niewielkg subpopulacje przerzutujgca, przy czym w skiad sub-
populacji nieprzerzutujagcej wchodzityby komorki, ktore sa w stanie
pokona¢ wiele stopni kaskady przerzutowania, lecz nie wszystkie.

Przyktadem takiej sytuacji mogg by¢ wyniki badah nad przerzuto-
waniem wariantow komoérkowych uzyskanych z linii LL2 raka ptuc Lewis
czy biataczki MDAY-D [9, 33]. Warianty komdrkowe linii LL2 oporne na
3 rozne lektyny, po podaniu podskérnym komorek rosty w formie guza,
nie tworzac przerzutdw w ptucach. Nalezaty wiec w linii wyjsciowej do
subpopulacji nieprzerzutujacej. Po podaniu dozylnym podlinia LLZAAA
oporna na lektyne z Aleuria Aurantia, przerzutowata i to w stopniu
wiekszym niz linia macierzysta, natomiast 2 pozostale podlinie nadal
mialy ograniczong zdolno$¢ do tworzenia przerzutow. Oznacza to, ze
podlinia LL2AAA nie przerzutowata na skutek niemoznos$ci dotarcia
komérek do naczyn krwionosnych. Jezeli komorki te jednak znalazty sie
w krwiobiegu, to byty juz w stanie pokonaé pozostate etapy prowadzace
do powstania przerzutu, a wiec potrafity przezy¢ w krwiobiegu, zatrzy-
macé sie w piucach, przekroczy¢ Sciane naczyn i zapoczatkowaé prolife-
racje w nowym miejscu. Z kolei podlinia wariantowa LL2WGA (oporna
na lektyne z kietkbw pszenicy) zdolna byta do tworzenia przerzutéw,
jezeli podana byta dozylnie, ale biorcy uprzednio traktowanemu cyklo-
fosfamidem. Przeszkodg w przerzutowaniu tej podlinii byty szeroko ro-
zumiane mechanizmy obronne gospodarza, wrazliwe na cyklofosfamid.
Podobng sytuacje obserwowano w przypadku nowotworu MDAY-D2 my-
szy DBA/2 i uzyskanych z niego wariantdw antygenowych [33].

Przyktadem komorek, ktére sg w stanie pokona¢ wszystkie stopnie
przerzutowania z wyjatkiem ostatniego, tzn. podjecia proliferacji w no-
wym miejscu, sg komoérki znajdowane w narzadzie docelowym, w tzw.
stanie us$pionym (dormant state). Podanie podskorne myszom komorek
raka sutka 16/c powoduje miejscowy wzrost guza, nie obserwuje sie jed-
nak przerzutéw w ptucach. Komorki nowotworowe sg jednak tam obec-
ne, gdyz przeszczepienie ptuc nosiciela pod skdre nowego biorcy powo-
duje pojawienie sie guza [52].

INTERAKCJE MIEDZY SUBPOPULACJAMI KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Fakt, ze nowotwodr jest heterogenny, nasuwa pytanie, czy tworzgce
go subpopulacje komérek o réznych cechach fenotypowych zachowuja
sie jak autonomiczne jednostki, czy tez wchodzg w interakcje, wptywa-
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jac wzajemnie na siebie. Gdyby sktadowe subpopulacje nowotworu byty
autonomiczne, to wolno namnazajgce sie subpopulacje bytyby szybko
przerastane. Poniewaz mozna z tego samego nowotworu wyizolowaé
komorki znacznie r6znigce sie tumorogennos$cig, mozna wiec zatozy¢
istnienie wewnatrznowotworowych mechanizméw homeostazy, pozwala-
jacych wspotistnie¢ szybko i wolno rosnacym subpopulacjom. To rozu-
mowanie byto podstawag dla Heppner i wspétpr. do stworzenia uktadu
modelowego, pozwalajgcego bada¢ oddziatywania miedzy subpopulacjami
komorek nowotworowych i w ten sposob wnikngé w ,ekologie nowo-
tworu” [26, 35]. Uktad doswiadczalny skiadat sie z 5 subpopulacji
otrzymanych z pojedynczego spontanicznego raka sutka samicy myszy
BALB/cxC3H; 4 z nich izolowano z komoérek guza pasazowanych in
vitro, a piagta z przerzutu ptucnego [8].

Interakcje wzrostowe badano podajagc komorki poszczegdlnych sub-
populacji podskoérnie w przeciwlegte boki tej samej myszy. Poréwnujac
wzrost guzéw rosnacych w uktadzie obustronnym ze wzrostem jednostron-
nego przeszczepu kazdej z subpopulacji oraz wzrostem dwdch przeszcze-
péw tej samej subpopulacji, mozna byto okresli¢, czy obecnos$¢ jednych
komdrek wptywa na wzrost drugich. Okazato sie, ze subpopulacje ozna-
czone 66 i 67 wzajemnie hamujg swdj wzrost, subpopulacja oznaczona
168 stymuluje wzrost 68H, natomiast subpopulacja 168 jest hamowana
zarowno przez 410, jak i przez 68H [26, 35] (ryc. 2).

Ryc. 2. Interakcje miedzy subpopulacjami komorek raka sutka, opracowane na
podstawie [35, 26, 27]

Podobne zjawisko interakcji miedzy subpopulacjami komoérek nowo-
tworowych moze wystepowaé w przypadku hamowania wzrostu przerzu-
tow przez guz pierwotny [34]. Stwierdzono réwniez, ze nietumorogenny
klon czerniaka B16 hamuje tumorogenno$¢ innych klonéw B16, jezeli
zmiesza sie je razem przed podaniem do myszy [41].

5 — PBK 1/88
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Interakcje badano rdwniez in vitro, zaktadajgc hodowle poszczegol-
nych subpopulacji w formie hodowli jednowarstwowej na oddzielnych
szkietkach nakrywkowych. Szkietka umieszczano nastepnie we wspoélnej
szalce Petriego i zalewano ptynem hodowlanym. Subpopulacje 168 oraz
68 hamowaty wzrost innych subpopulacji, natomiast pozostate linie nie
wykazywatly zadnej aktywnosci [26, 27]. Aktywno$¢ hamujacg mozna
byto przenies¢ za pomoca supernatantu znad hodowli komorek 168.

Interakcje dotyczyty réwniez innych cech, jak wrazliwo$¢ na leki
czy zdolno$¢ do przerzutowania. Stosujgc ten sam uktad doswiadczalny
in vivo, stwierdzono, ze obecno$¢ komérek subpopulacji 168 zwieksza
wrazliwos¢ na cyklofosfamid dosyé opornej na ten lek linii 410. Odmien-
nie niz przy interakcji wzrostowej in vivo, ktéra odbywata sie za po-
Srednictwem gospodarza, naswietlenie biorcy przed podaniem komorek
nowotworowych nie znosito zdolnoSci subpopulacji 168 do zwiekszania
wrazliwosci komédrek 410 na cyklofosfamid. W dosSwiadczeniach in vitro,
w ktorych badano wrazliwo$¢é na metotreksat czy tioguanine, w niektd-
rych kombinacjach subpopulacji interakcje zmieniajagce wrazliwos¢ na
lek zachodzity z udziatem rozpuszczalnego czynnika, w innych wymagany
byt bezposredni kontakt miedzy komérkami [26, 36, 37, 40].

Niezdolnos¢ komdrek nowotworowych do pokonania wszystkich stop-
ni kaskady przerzutowania moze byé kompensowana przez inny typ
komdrek nowotworowych. Podanie dozylne mieszaniny komdrek prze-
rzutujacych (410) z komorkami nieprzerzutujacymi (67) powodowato wy-
stapienie przerzutow, mimo ze komorki przerzutujgce (410) obecne byty
w mieszaninie w takiej liczbie (1X104), ze podane oddzielnie nie tworzyty
przerzutéw. Analizujagc sktad komorkowy poszczegélnych przerzutéw
stwierdzono réwniez, ze cze$¢ z nich tworzylty wytgcznie komorki sub-
populacji nieprzerzutujgcej [39]. Podobne wyniki uzyskano w ukladzie
przerzutow spontanicznych, gdzie myszom obarczonym guzem przez pod-
skorne podanie komdrek subpopulacji nieprzerzutujgcej (168) podano
dozylnie matg liczbe (1X104 komorek subpopulacji 410. U czeSci myszy
stwierdzono w kilku przerzutach obecno$¢ komdrek linii nieprzerzutu-
jacej. W doswiadczeniach tych obecnosé komérek przerzutujagcych umo-
zliwiata komorkom nieprzerzutujacym tworzenie przerzutéw. Dlatego
potencjat przerzutowy nowotworu nie moze by¢ opisany w spos6b prosty
jedynie przez obecno$¢ lub brak subpopulacji przerzutujacej [39].

Biorgc pod uwage pozostate badane cechy, mozna stwierdzi¢, ze
wiasciwosci nowotworu heterogennego nie sg prostg sumg wilasciwosci
poszczegblnych subpopulacji. Nowotwér heterogenny jest bowiem zbio-
rem subpopulacji komérek nowotworowych, ktoére nie zachowujg sie
jak autonomiczne jednostki, lecz wzajemnie na siebie oddziatujg, two-
rzagc calg ztozong sieC interakcji, zmieniajgcych rézne wiasciwosci ko-
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morek, jak tempo wzrostu, wrazliwos¢ na leki czy zdolno$¢ do przerzu-
towania. Interakcje te nie zachodzg wedlug jednego mechanizmu, lecz
wystepuje ich cate spektrum. W jednych posredniczy gospodarz, inne
odbywajg sie bezposrednio miedzy komdrkami nowotworowymi, jedne
wymagajag bezposSredniego kontaktu miedzy komérkami, inne za$ na
odegto$¢ za pomoca rozpuszczalnych czynnikéw [26, 27, 39].

NIESTABILNOSC KLONALNA — KONCEPCJA ROWNOWAGI
W NOWOTWORACH

Pojedyncze klony izolowane z wysoko przerzutujgcej poliklonalnej li-
nii czerniaka B16 pasazowane in vitro sg niestabilne pod wzgledem
zdolnosci do przerzutowania i szybko, bo juz po 10 pasazach (5 tygodni)
réznig sie znacznie pod tym wzgledem od klonu wyjsciowego. W odr6z-
nieniu od hodowli pojedynczych klondw, potencjat przerzutowy linii po-
liklonalnej byt stabilny przez wiecej niz 60 pasazy [15, 49]. Nie jest to
zjawiskiem unikatowym dla czerniaka B16 i stwierdzono je réwniez
w hodowlach pojedynczych klonéw izolowanych z innych mysich i szczu-
rzych nowotworow [5 51]. Niestabilno$¢ klonéw B16 nie wystepowala,
jezeli do hodowli dodano kilka innych klonéw i hodowano je wspdlnie
jako poliklonalng populacje. Utrzymanie zdolnos$ci do przerzutowania po-
szczegblnych klonow badano wyokrzystujgc roznice we wrazliwosci na
leki miedzy poszczeg6lnymi klonami. Po 20 pasazach in vitro izolowano
z mieszaniny poszczeg6lne klony i poréwnywano ich zdolnos¢ do prze-
rzutowania z oryginalnym klonem o takiej samej opornosci na lek. Po-
tencjat przerzutowy klondéw pasazowanych w mieszanej populacji byt
podobny do potencjatu przerzutowego oryginalnych rodzicielskich klo-
néw (ryc. 3).

Efekt stabilizacji powstajacy przez mieszanie klonéw byt swoisty dla
komérek z tego samego nowotworu. Pojedyncze klony czerniaka BI6,
hodowane z klonami raka ptuc Lewis czy widkniakomiesaka 2237, wy-
kazywaly znaczng niestabilno$¢ fenotypowa, szybko wytwarzajagc pod-
klony o réznej zdolnoSci do przerzutowania [49].

Zjawisko niestabilnosci fenotypu przerzutowego subpopulacji mono-
klonalnej wystepuje rowniez in vivo. Wiekszo$¢ spontanicznych przerzu-
tow powstaje na skutek proliferacji pojedynczej komdérki nowotworowej
[55] tak, ze wiekszo$¢ przerzutéw jest pochodzenia klonalnego. Wzrost
pojedynczego przerzutu in vivo jest wiec sytuacjg podobng do rozrostu
klonalnego in vitro. Powstaje w zwigzku z tym pytanie, czy komorki
pojedynczego klonalnego przerzutu sg identyczne pod wzgledem feno-
typu przerzutowego, czy tez podobnie jak przy wzroscie pojedynczego
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Rye. 3. Niestabilno$¢ fenotypowa subpopulacji klonalnej i jej stabilizacja w wyniku
interakcji miedzy subpopulacjami wedtug [49], zmodyfikowane

klonu in vitro szybko generujag odmiany komorkowe o réznej zdolnosci
do przerzutowania. lzolujagc klony z wczesnych przerzutow (6-25-dnio-
wych) czerniaka B16 stwierdzono, ze klony izolowane z tego samego
przerzutu miaty nieodréznialny potencjat przerzutowy, co okreslono
jako klonalng homogenno$¢ wewnatrzprzerzutowga (ryc. 4).

Wczesne przerzuty B16 skiladaty sie wiec z komdrek o jednakowym
fenotypie przerzutowym, natomiast w miare wzrostu z roéznych prze-
rzutéw (40-45-dniowe) mozna byto wyizolowa¢ z tego samego przerzutu
2 lub wiecej subpopulacji klonalnych o r6znej zdolnosci do przerzuto-
wania — heterogenno$¢ wewnatrzprzerzutowa [50]. Zjawisko niestabil-
nosci fenotypu przerzutowego klonu rosnacego w izolacji od innych klo-
noéw wystepuje wiec zarobwno in vitro, jak i in vivo. Mozliwe, ze dotyczy
ono réwniez innych cech, oprocz zdolnosci do przerzutowania. Talmadge
i wspoétpr. [56] wykazali, ze w klonalnych przerzutach spontanicznych
czerniaka K1735 pojawiajg sie wczesSnie warianty komdrkowe o zrézni-
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przerzuty wczesne
6-26 dni

przerzuty poézne
40 - 45 dni

Ryc. 4. Powstawanie heterogennosci wewnatrzprzerzutowej w miare wzrostu prze-
rzutu pochodzenia klonalnego, opracowane na podstawie [50, 56]

cowanym fenotypie przerzutowym, jak i zréznicowanej wrazliwosci na
leki przeciwnowotworowe.

Stabilnos¢ fenotypowa poliklonalnych linii nowotworowych, jej brak
w przypadku klonu rosngcego w izolacji oraz mozliwos¢ stabilizacji przez
dodanie innych klonéw z tego samego nowotworu sugerujg wystepowanie
w nowotworach poliklonalnych interakcji miedzy sktadowymi subpopu-
lacjami klonalnymi. W poliklonalnej populacji komérek nowotworowych
wytwarza sie stan rownowagi, ktory ogranicza stopien tworzenia nowych
wariantdow komdrkowych. Presja selekcyjna, zmniejszajac réznorodnos¢
subpopulacji tworzacych nowotwoOr poprzez eliminacje subpopulacji nie
przystosowanych, narusza réwnowage miedzy subpopulacjami klonalny-
mi. Jezeli zmniejszenie réznorodnoS$ci subpopulacji jest znaczne, to wow-
czas interakcje stabilizujgce, utrzymujgce stan réwnowagi, zanikajg, co
z kolei powoduje, ze subpopulacje przezywajgce wykazujg znaczng nie-
stabilno$¢ i szybko generuja nowy zbiér wariantéw o zréznicowanych
wiasciwosciach. Wraz z uptywem czasu nowo powstajagce warianty za-
trzymuja generowanie dalszych wariantéw, osiggajac stan réwnowagi,
ktéry trwa do nastepnej presji selekcyjnej [49, 51].

Brak efektu stabilizujgcego wystapi réwniez w przypadku izolacji
pojedynczego klonu i hodowania go oddzielnie oraz w przypadku procesu
przerzutowania. W guzie pierwotnym interakcje miedzy heterogennymi
sktadowymi subpopulacjami klonalnymi zapewniajg stabilnosé fenoty-
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powa. W nowo powstajgcym przerzucie w odlegtym narzadzie interakcje
beda ostabione lub bedzie ich brak. Moze to stymulowaé tworzenie sie
nowych wariantow i poczatkowo klonalnie homogenny przerzut prze-
ksztatca sie w klonalnie heterogenng populacje [51, 56].

Interakcje wzrostowe miedzy subpopulacjami komoérek nowotworo-
wych, pozwalajgce wspotistnie¢ szybko i wolno rosngcym subpopulacjom
oraz zachowa¢ ich proporcje w nowotworze, regulacja stopnia genero-
wania nowych wariantébw w zaleznosci od stopnia heterogennosci no-
wotworu, mogg mie¢ zasadnicze znaczenie dla przezycia i progresji no-
wotworu. Wytworzenie i utrzymanie réznorodnosci komdérkowej w sze-
rokim, lecz stabilnym zakresie zardwno zmniejsza mozliwo$¢ zniszczenia
wszystkich aktualnie istniejacych subpopulacji w warunkach dziatania
czynnika niszczacego, pochodzacego od gospodarza czy wprowadzonego
podczas leczenia, a réwnoczesnie zapobiega zdominowaniu populacji no-
wotworowej przez jedna, ,super przystosowana” w danych warunkach
subpopulacje, ktéra szybko ulegtaby eliminacji przy nieznacznej zmianie
warunkow srodowiska [51].

Wyniki badan ostatnich lat, wykazujace heterogenno$¢ komorek
nowotworowych, oddziatywanie miedzy ich subpopulacjami oraz wska-
zujgce na mozliwos¢ wspdtpracy miedzy komédrkami w procesie przerzu-
towania czy regulacje stopnia tworzenia nowych wariantow komorko-
wych, rysuja nowy obraz nowotworu, ktéry przeczy anarchicznos$ci pro-
gresji nowotworowej. Ukazujag one nowotwér ztosliwy jako zorganizo-
wang spoteczno$¢ komdrek rzadzacych sie swoimi prawami. Pozwalajg
zrozumieé stopien trudnosci, jaki trzeba pokonaé, chcac uzyskaé sukces
w leczeniu nowotworéw. Wskazujg na potrzebe stworzenia nowych stra-
tegii leczenia, ktore bylyby w stanie obejs¢ problem tworzenia i utrzy-
mywania heterogenno$ci i w konsekwencji oporno$ci na leczenie.

Prototypy takich programoéw terapii pojawiajg sie juz zarowno w ba-
daniach doswiadczalnych, jak i w klinice. W praktyce klinicznej zaob-
serwowano lepszg skuteczno$¢ terapii wielolekowej oraz kombinowanej,
polegajacej na stosowaniu chemioterapii, radioterapii czy immunoterapii
oprécz interwencji chirurgicznej. Poste [51] sugeruje opierajagc sie na
koncepcji rGwnowagi maksymalne skrécenie czasu miedzy poszczegdlnymi
fazami terapii tak, aby zniszczyé nie tylko te komorki, ktére przezyty
pierwszg faze leczenia, ale i nowo powstate warianty. Za prototypy
terapii pozwalajgcych obej$¢ heterogenno$¢ nowotworéw moze stuzyé
wprowadzenie przez Fidlera aktywowanych makrofagéw do niszczenia
komoérek nowotworowych oraz zastosowanie przez Folkmana [29] hepa-
ryny i hydrokortyzonu do hamowania procesu unaczynienia nowotworu.
Zaletg pierwszego sposobu jest to, ze aktywowane makrofagi, nie niszczac
komoérek prawidtowych, zabijajg komérki nowotworowe, niezaleznie od



SUBPOPULACJE KOMOREK NOWOTWOROWYCH 71

ich wiasciwosci, tj. obecnosci antygenéw H-2, antygendw towarzyszacych
nowotworom, antygendéw wirusdw onkogennych, fazy cyklu komdrko-
wego, opornosci na limfocyty T, komérki NK czy leki oraz zdolnosci do
przerzutowania [13, 16]. W zwigzku z tym, w odr6znieniu od limfocy-
tow T czy komdrek NK, na ktore stosunkowo tatwo jest uzyska¢ opor-
no$¢, wielokrotne podawanie aktywowanych makrofagéw nie prowadzi
do powstania opornosci [17]. Drugi spos6b oparty jest na koncepcji przyj-
mujacej, ze progresywny wzrost nowotworu jest zalezny od angiogene-
zy [19]. Hamujac tworzenie naczyn uniemozliwia sie rozrost nowotworu
oraz rozsiew. Folkman i wspotpr. [18], stosujagc kombinacje heparyny
i hydrokortyzonu, uzyskiwali hamowanie angiogenezy i catkowitg re-
gresje wielu zaawansowanych nowotworéw #{acznie z ludzkimi pasazo-
wanymi u myszy nude. W odréznieniu od innych form terapii, w tej
celem niszczonym przez lek sg nie komdrki nowotworowe, lecz komérki
prawidtowe gospodarza, tj. komorki srédbtonka nowych wiosniczek. He-
terogenno$¢ nowotworu nie odgrywa tu roli, podobnie jak przy poprzed-
nio opisanej terapii.

Jest mozliwe, ze dalsze badania wykazg ograniczenia tych progra-
mow leczenia i spotka je los podobny do innych, ktére juz wielokrotnie
pojawialy sie w literaturze i w poczatkowej fazie byty obiecujgce. Istot-
ne jest jednak to, ze ukazujg one mozliwo$¢ tworzenia strategii tera-
peutycznych, pozwalajgcych obejs¢ heterogennos$¢ i powstawanie opor-
nosci na leczenie.
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NAJADRZE SSAKOW. I. BUDOWA | ROZWOJ NAJADRZA *

EPIDIDYMIS OF MAMMALS. I. STRUCTURE AND DEVELOPMENT
OF EPIDIDYMIS

Lidia ROZEWICKA i Maria LASZCZYNSKA

Zaktad Histologii i Embriologii, Pomorska Akademia Medyczna, Szczecin

Streszczenie: Przedstawiono aktualne wiadomosci na temat budowy najadrza u kil-
ku gatunkéw zwierzat i cztowieka. Omoéwiono morfologie i ultrastrukture komdrek
urzesionych i nieurzesionych kanalikéw odprowadzajacych, a takze komorek gtow-
nych, podstawnych, waskich, szczytowych, jasnych oraz wewnatrznabtonkowych
limfocytow i makrofagéw nabtonka przewodu najgdrza. Przedstawiono rozwéj na-
jadrza oraz role androgendéw w procesie roznicowania sie tego narzadu i jego ko-
morek.

Summary: Actual information on the structure of epididymis in individual species
of animals and man has been presented. The discussed morphology and ultra-
structure have covered the ciliated and nonciliated cells of efferent ductules as
well as the principal, basal, narrow, apical and light cells and also intraepithelial
lymphocytes and macrofages in the epithelium of ductus epididymis. The deve-
lopment of epididymis and the role of androgens in this process and also the role
of these hormones played in differentiation of cells in this organ have been pre-
sented.

WPROWADZENIE

Plemniki opuszczajgce jadro nie sg w peini dojrzatymi komodrkami
rozrodczymi. Nie wykazujg jeszcze ruchu postepowego i nie sg zdolne
do zaptodnienia komorki jajowej. Najgdrze jest narzadem, ktérego funk-
cja jest wytwarzanie dla nich odpowiedniego $rodowiska do dojrzewania
i przezywania. Pierwszy z tych procesébw ma miejsce w glowie naja-
drza, drugi natomiast w trzonie i ogonie. Te ostatnie odcinki sg jedno-

* Praca wykonana w ramach problemu CPBP 05.06.1.2.3.
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cze$nie magazynem plemnikow. Wiele substancji syntetyzowanych przez
komoérki nabtonkowe kanalikbw odprowadzajacych i przewodu najadrza
lub pobieranych przez nie z krwi ma stymulujacy wptyw na ruchliwos$¢
plemnikéw, w procesie dojrzewania wigze si¢ z ich powierzchnig, a tak-
ze warunkuje prawidtowga ich przezywalno$¢ w czasie magazynowania.

Badania ostatnich lat przyniosty wiele nowych informacji zwigza-
nych z funkcjg komérek nabtonkowych najgdrza i z procesem dojrzewa-
nia plemnikéw. Zainteresowanie tym odcinkiem ukladu piciowego wy-
nika z dwoéch przyczyn: nieptodnosci zwigzanej z mato dotad docenia-
nymi zaburzeniami dojrzewania plemnikéw w najadrzu oraz z prob
zahamowania dojrzewania plemnikéw w najadrzu w celu uzyskania an-
tykoncepcji.

Mato jest prac poruszajacych tematyke najadrza i zagadnien zwig-
zanych z jego funkcjg. Opracowanie niniejsze jest probg przedstawienia
podstawowych wiadomosci o tym narzadzie. Niektére zagadnienia z po-
wodu obszernosci materiatlu z koniecznosci potraktowane zostaty skroé-
towo.

BUDOWA ANATOMICZNA

Najgdrze przylega do grzbietowo bocznej powierzchni jadra i jest
potaczone z siecig jadra (rete testis) kanalikami odprowadzajgcymi (duc-
tuli efferentes). U niektérych zwierzat, np. krélika [30] i buhaja ,[19],
wystepuje miedzy siecig jadra a kanalikami odprowadzajgcymi dodatko-
wo zewnatrzjadrowa sie¢ kanalikéw (extratesticular rete testis).

Anatomicznie najadrze dzieli sie na gltowe (caput), trzon (corpus)
i ogon (cauda) [15, 27, 30] (ryc. 1). Kanaliki odprowadzajgce uchodza
do przewodu najgdrza w gtowie tego narzadu. U czlowieka [27] jest ich
8-12 i same stanowig duzg cze$¢ gtowy. U szczura [24, 43] i chomika [15]
dochodzg one do poczatkowego odcinka gtowy najadrza.

U wielu gatunkow przednia cze$¢ glowy przedzielona jest niecatko-
wicie tgcznotkankowgq przegroda, a w najbardziej przednim odcinku po-
taczona jest z jadrem za pomoca cienkiego ,wiezadta” [39] (ryc. 1). Po-
zostatg czes¢ najadrza, poza kanalikami odprowadzajagcymi, stanowi
pojedynczy, dtugi i mocno skrecony przewdd najadrza (ductus epidi-
dymis). Dtugos¢ jego po wyprostowaniu wynosi u cztowiea 4-5 m [11, 41].
Liczne petle tego przewodu podtrzymuje tkanka taczna, a szczegoOlnie
licznie wystepujace tu widkna kolagenowe.

U czlowieka i réznych gatunkdw zwierzat opisywane sa szczegbétowe
podziaty najadrza na odcinki i strefy w zaleznosci od ich morfologicznej
budowy i funkcji. Holstein [26] wyr6znia az 8 stref w najadrzu cztowie-
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Ryc. 1. Schemat budowy najadrza

ka. U krolika Nicander [37] oraz Jones i wsp. [30] rowniez wyr6zniaja
8 odcinkéw. U $winki morskiej [22, 28] najgdrze dzieli sie na 7 stref,
a u buhaja, barana, ogiera [38] i szczura [43] na 6.

Z cytowanych tu prac wynika, Ze najgdrze mimo swojej niepozornej
wielko$ci jest narzadem bardzo zréznicowanym morfologicznie.

BUDOWA MORFOLOGICZNA

KANALIKI ODPROWADZAIJACE

Kanaliki odprowadzajgce dzielg sie na dwa odcinki: proksymalny
i dystalny. Sciana ich zbudowana jest z walcowatego nabtonka, btony
podstawnej i komorek miesniowych gtadkich, tworzacych 1 lub 2 po-
ktady. W nabtonku wyréznia sie 4 typy komorek: walcowate urzesione
i nieurzesione, podstawne i wewnagtrznabtonkowe limfocyty.



Ryc. 4. Komérki podstawne, makrofag i limfocyt nabtonka gtowy najadrza szczura. A —
Fragment Srodkowej cze$ci komoérki podstawnej; KP — komérka podstawna. KG —
komérka gtéwna, J — jadro komorki podstawnej. Powiekszenie 7500 X. B —
Fragment komorki podstawnej; KP — komdrka podstawna. J — jadro komorki
podstawnej, bp — btona podstawna, wk — witékna kolagenowe, KMG — komorka
mie$niowa gtadka, KG — komérka gtéwna. Powiekszenie 30 000X. C — Makrofag
w szczytowej czesci nabtonka gtowy najadrza; M — makrofag, J — jadro makro-

faga, cg — ciatka geste (strzatki — pseudopodia), KG — komérka gtéowna, m —
mikrokosmki komorki gtéwnej. Powiekszenie 6000 X. D — Limfocyt w nabtonku
glowy najadrza; L — limfocyt, J — jadro limfocytu, KG — komérka gtéwna. Po-

wiekszenie 6800 X



Rye. 2. Komoérki nabtonka kanalikéw odprowadzajgcych i przewodu najgdrza szczu-

ra. A — nablonek czesci proksymalnej kanalikéw odprowadzajgcych. Komarki
urzesione (duza strzatka), komérki nieurzesione (mata strzatka). HE. Powiekszenie
430 X. B — Nabtonek czeéci dystalnej kanalikéw odprowadzajgcych. Komérki

z cytoplazmatycznymi uwypukleniami i kulista, kwasochtonna wydzielina w $wiet-
le. HE. Powiekszenie 680 X C — Nabtonek segmentu inicjalnego przewodu najad-
rza. Komérki gtéwne i komorki waskie (strzatki). PAS. Powigkszenie 680 X. D —
Komorki gtowne i komorki szczytowe (strzatki) nabtonka gltowy najadrza. PAS.
Powigkszenie 680 X. E — Komorka szczytowa wypetniona wydzieling (duza strzat-
ka). Wysokie stereocilia na powierzchni komdrek gtéwnych nabtonka gtowy na-
jadrza (mata strzatka). PAS. Powigkszenie 680 X. F — Komorki gtéwne i komdarki
jasne (strzatki) w nablonku ogona najadrza. PAS. Powigkszenie 680 X. G — We-
wnatrznabtonkowe limfocyty (mate strzatki) w nabtonku ogona najadrza oraz lim-
focyty okotokanalikowej tkanki tgacznej (duza strzatka). PAS. Powiekszenie 680 X.
H — Limfocyt i makrofag (strzatka) w nabtonku gtowy najadrza. PAS. Powigk-
szenie 680 X. | — Szedcienny nabtonek dystalnej czesci ogona najadrza. Krotkie
stereocilia (strzatka). PAS. Powiekszenie 680 X



Ryc. 3. Komérki gtéwne nabtonka gtowy najgdrza szczura. A — Szczytowa cze$é
dwdch komorek gtownych; m — mikrokosmki, mt — mitochondria, cw ciata
wielowakuolarne, cg — ciatka geste, aG — aparat Golgiego. Powiekszenie 7500 X.
B — Fragment szczytowej cze$ci komorki gtownej; m — mikrokosmki, pe pe-
cherzyki endocytarne. Powiekszenie so o000 X. ¢ — Przypodstawna cze$¢ dwoch ko-
morek gtownych; RER — siateczka endoplazmatyczna ziarnista, J — jadro komor-
kowe, bp — btona podstawna. Powigkszenie soo0 X. D — Fragment przyjadrowej
czesSci komoérki gtdwnej; RER — siateczka endoplazmatyczna ziarnista, mt mito-
chondria, J — jadro komdrkowe. Powigkszenie 22 so0 x. E — Fragment szczytowej
czesci komorki gtownej; m — mikrokosmki, fa — filamenty aktynowe. Powieksze-
nie 45 000X
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Ryc. 4. Komdérki podstawne, makrofag i limfocyt nabtonka gtowy najadrza szczura. A
Fragment Srodkowej czesci komorki podstawnej; KP — komérka podstawna. KG
komoérka gtéwna, J — jadro komoérki podstawnej. Powiekszenie 7500 X. B
Fragment komoérki podstawnej; KP — komdérka podstawna, J jadro komorki
podstawnej, bp — btona podstawna, wk — witdkna kolagenowe, KMG komérka
miesniowa gtadka, KG — komorka gtéwna. Powigkszenie 30 000X. C — Makrofag
w szczytowej czesci nabtonka glowy najadrza; M — makrofag, J jadro makro-
faga, cg — cialka geste (strzatki — pseudopodia), KG — komdrka gtéwna, m
mikrokosmki komorki gtéwnej. Powiekszenie 6000 X. D — Limfocyt w nabtonku
gtowy najadrza; L — limfocyt, J — jadro limfocytu, KG koméika gtéwna. Po-
wiekszenie 6800 X
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Zbudowany jest z walcowatego nabtonka lezgcego na blonie podstawnej
i z tzw. okotokanalikowej $ciany, w ktorej skiad wchodzg komorki mies-
niowe gtadkie, widkna kolagenowe i sprezyste [35].

W nabtonku przewodu najadrza wyro6znia sie 6 typéw komoérek: gtow-
ne,,podstawne, waskie, szczytowe, jasne oraz wewngtrznabtonkowe lim-
focyty i makrofagi [1, 2, 15, 19, 24, 43, 49, 51, 55]. Komorki te sg réznie
rozmieszczone u poszczegblnych gatunkéw zwierzat i cztowieka w gtowie,
trzonie i ogonie najgdrza. Obserwuje sie rowniez morfologiczne i ultra-
strukturalne podobienstwo tych komdrek u poszczeg6lnych gatunkow
zwierzat i cztowieka [15, 19, 22, 29, 30, 43, 53].

Komorki gtoéwne wystepujg we wszystkich odcinkach prze-
wodu najadrza u cztowieka i zwierzat i sa najliczniej wystepujacymi
komorkami w nabtonku [13, 15, 19, 24, 27, 28, 30]. Zajmujg calg jego
wysoko$¢ i sa najwyzsze w segmencie poczatkowym, a najnizsze w ogo-
nie najadrza [15, 18, 19, 28, 43] (rye. 2C i 21). Na powierzchni majg
mikrokosmki zwane stereociliami (rye. 3A), ktére sg wysokie w gltowie,
a niskie w ogonie najadrza (rye. 2E i 21). Badania w ME wykazatly,
ze zawierajg one podiuznie przebiegajace peczki filamentéw aktynowych
0 $rednicy 5-6 nm, ktére wnikajag do cytoplazmy szczytowej czesci ko-
morki (rye. 3E). W apikalnej czeSci komaérki'wystepujg mate pecherzyki
endocytarne oraz wielopecherzykowe ciatka [8, 15, 19, 29, 30] (rye. 3A
1 3B). Jadro o duzej zawarto$ci euchromatyny lezy ponizej Srodkowej
czesci komorki (rye. 3C), a ponad nim wystepuje dobrze wyksztatcony
aparat Golgiego i liczne ciatka geste, zawierajgce heterogenny materiat
[14, 15, 30]. Niektérzy autorzy nazywajg te ostatnie ciatkami lizosomo-
podobnymi [15]. Siateczka endoplazmatyczna ziarnista wystepuje gtow-
nie w bazalnej czeSci komorki, a takze w okolicy okotojagdrowej [15],
(rye. 3C i 3D). W sasiedztwie jej spotyka sie rowniez wolne rybosomy
i polisomy oraz liczne mitochondria {14, 40]. U niektérych zwierzat ob-
serwuje sie w okolicy aparatu Golgiego krople lipidowe otoczone cy-
sternami gtadkiej siateczki endoplazmatycznej oraz, szczeg6lnie w ogonie
najadrza, réznej wielkosci ciatka mielinowe [30].

Komdérki podstawne wystepujag we wszystkich odcinkach
przewodu najadrza u cztowieka i wielu gatunkéw zwierzat [13, 15, 19, 24,
27, 28, 30]. Sa bardzo liczne w trzonie najgdrza buhaja [19], a u cztowie-
ka [27], krolika [30], chomika [15] i Swinki morskiej [28] jest ich nie-
wiele. Lezg na btonie podstawnej i nie dochodzg do Swiatta kanalika. Sg
zwykle wcisniete miedzy podstawy komdrek gtownych. Owalne jadro
0 duzej zawartosci heterochromatyny zajmuje wiekszg cze$¢ obszaru
komorki. Otoczone jest jasng cytoplazma uboga w organele komdérkowe
(rye. 4A i 4B). Aparat Golgiego wystepuje od strony kontaktu komorki

6 — PBK 188
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podstawnej z komorkg gtowng [19, 50]. U niektérych zwierzat w komor-
kach tych wystepuja krople lipidowe [19], a takze filamenty aktynowe
i pecherzyki pinocytarne [16].

Komdrki waskie opisane zostaly u szczura [50] i chomika [15]
w odcinku poczatkowym gltowy najagdrza. Wystepuje tu ich niewiele.
Sg nieco zwezone u podstawy i rozszerzone w kierunku $wiatta kanatu.
Majag wydtuzone jadro zlokalizowane w szczytowej czesci komdrki
(ryc. 2C). Cytoplazma ich wykazuje duzg gesto$¢ elektronowg. W podja-
drowej czeSci komérki wystepuje duza liczba mitochondriéw, a w szczy-
towej czesci wiele jasnych wakuoli [50].

Komdérki szczytowe u szczura obserwuje sie w glowie na-
jadrza [43, 50], u buhaja w gtowie i trzonie [19], a u Swinki morskiej
w odcinku poczatkowym i w proksymalnej czeSci ogona najadrza ,[28].
Wystepuje ich niewiele i sg wcisniete miedzy komorki gtéwne. W mikro-
skopie Swietlnym nie obserwuje sie zdecydowanego potgczenia z biong
podstawng [43]. Komodrki te charakteryzujg sie rozszerzong czescig szczy-
towg, ktéra od strony Swiatta kanatlu ma wyglad rozptaszczonej kopuiki.
Pozostata czes¢ komorki jest dtuga i waska. Owalne jadro zlokalizowane
jest w srodkowej lub gdrnej czesci komdrki (ryc. 2D). U szczura komorki
te obtadowane sg czesto PAS-dodatnig wydzieling (ryc. 2E). W ME
obserwuje sie w ponadjadrowej czeSci cytoplazmy duzg liczbe mito-
chondriéw [19] i dobrze wyksztatcony aparat Golgiego. Dobrze rozwi-
nieta jest rdwniez siateczka ziarnista i gtadka, a w szczytowej cytoplazmie
wystepuje zmienna liczba drobnych wakuoli.

Komérki jasne opisane zostaly u szczura [24, 43, 50], chomi-
ka [15] i Swinki morskiej [13]. U szczura niewiele ich stwierdza sie
w gtowie i trzonie, a najliczniej wystepujg w ogonie [5 43]. Lezg na
btonie podstawnej i dochodza do Swiatta przewodu. Na powierzchni ma-
ja nieliczne mikrokosmki, a jadro lezy ponizej Srodkowej czesSci komorki
(ryc. 2F). Ultrastruktura komoérek jasnych jest zréznicowana w zalez-
nosci od odcinka przewodu najadrza. U chomika [15] w gtowie i trzonie
najadrza jest szczeg6lnie dobrze rozwinieta siateczka endoplazmatyczna
ziarnista z dtugimi, szerokimi cysternami. Szczytowa cze$¢ komorki pra-
wie w catoSci wypetniona jest matymi jasnymi pecherzykami i cewko-
watymi wgtebieniami powierzchni komdrki. Giebiej w cytoplazmie wy-
stepuja duze, jasne wakuole, a w okolicy okotojagdrowej spotyka sie licz-
ne $Srednio geste ciatka podobne do lizosoméw. Miedzy tymi strukturami
wystepujg dos$é liczne mitochondria [15, 20], ktdre oprdcz grzebieni la-
melarnych majg réwniez grzebienie o charakterze cewek [50].

Wewnagtrznabtonkowe limfocyty i makrofagi wy-
stepuja na réznych wysokosciach nabtonka wszystkich odcinkéw przewodu
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najadrza u cztowieka i wiekszosci badanych zwierzat [12, 13, 15, 19, 24,
27, 28, 43, 53]. Wewnatrznabtonkowe limfocyty zostaty po raz pierwszy
opisane przez Reida i Clelanda [43] i nazwane ,hallo cells”, poniewaz
maja silnie barwigce sie jadro otoczone waska obwddka jasnej cyto-
plazmy (ryc. 2G). Badania Ritchie i wsp. [45] wykazaly, ze u cztowieka
prawie wszystkie wewnatrznabtonkowe limfocyty sa limfocytami T
i wiekszo$¢ z nich nalezy do subpopulacji limfocytéw supresorowych
lub cytotoksycznych (suppressor/cytotoxic) T8+. W okotokanalikowej
tkance tacznej przewazajg natomiast limfocyty pomocnicze lub pobudza-
jace (helper/inducer) T4+. Limfocyty T8+ uczestniczag w mechanizmie
ograniczajagcym rozwdéj odpowiedzi immunologicznej na autoantygeny
plemnikéw, zwiaszcza gdy bariera krew — jadro jest niewydolna. Poza
tym biora udziat w ograniczaniu réznicowania sie limfocytow B i pro-
dukcji specyficznych przeciwciat przeciwko antygenom wystepujagcym
w Swietle przewodu najadrza i moga byc¢'powodem migracji limfocy-
tow B do pobliskich weztéw chtonnych. W wyniku tego bardzo mato
limfocytdw B wystepuje w obrebie najadrza. Limfocyty T8+ przez swg
funkcje supresorowag moga posredniczyé lokalnie w interakcji z innymi
limfocytami T i makrofagami.

U cztowieka duzo limfocytdw wystepuje w nabtonku ogona najga-
drza, a ich liczbha wydaje sie zaleze¢ od wieku. Wiecej ich wystepuje
u osobnikéw starszych, a szczeg6lnie duzo obserwuje sie w tych okoli-
cach najadrza, gdzie zachodzg procesy spermiofagii. Wewnatrznabton-
kowym limfocytom towarzyszg czesto makrofagi (ryc. 2H). Wystepuja
zwykle w bliskim sasiedztwie. Oddziela je od siebie bardzo waska prze-
strzen, a na zwréconych do siebie powierzchniach nie wystepuja zadne
kompleksowe potaczenia miedzy nimi ,[53]. Limfocyty w ME charaktery-
zujg sie duzym jadrem zawierajagcym zbite masy heterochromatyny.
Otaczajaca jadro cytoplazma uboga jest w organele komdrkowe (ryc. 4D).
Obserwuje sie w niej mitochondria, wolne rybosomy lub polisomy, sta-
bo rozwiniety aparat Golgiego i siateczke endoplazmatyczng ziarnistg
oraz pojedyncze elektronowo geste ziarna.

Wewnatrznabtonkowe makrofagi w ME charakteryzuja sie kulistym
lub owalnym jadrem, na ktorego obwodzie wystepuje warstwa elektro-
nowo gestej chromatyny. W przeciwienstwie do matej liczby struktur
komorkowych wystepujgcych w cytoplazmie limfocytdw, elektronowo
jasna cytoplazma makrofagéw zawiera duza roznorodno$¢ organeli ko-
moérkowych. Wystepuja w niej mitochondria, dobrze rozbudowana sia-
teczka ziarnista i gtadka, a przede wszystkim liczne, heterogenne, elek-
tronowo geste ciatka lizosomalne i wakuole przyjetego materiatu do
trawienia. Powierzchnia komdrki wykazuje pewng nieregularno$é¢ i for-
muje wiele wypustek cytoplazmatycznych (ryc. 4C).

Poza nabtonkiem w skiad S$ciany kanatu najadrza wchodzg komdrki
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mie$niowe gtadkie. U cztowieka [3, 35], a takze u szczuréw okotokana-
likowa $ciana (ryc. 4A i 4B) utworzona jest z 3 rodzajow komoérek mies-
niowych gtadkich, wykazujagcych ultrastrukturalny polimorfizm: jasne
(light cells — LC), ciemne (dark cells — DC) i duze miesniowe gtadkie
(smooth muscle cells — SMC). Miedzy tymi komoérkami stwierdza sie
obecnos$¢ widkien kolagenowych (ryc. 4B) i sprezystych [35]. Liczba po-
ktadow komdrek mieSniowych gtadkich zmienia sie w zaleznoSci od
odcinka najgdrza. U szczura [16] i cztowieka [35] w gtowie, trzonie i ogo-
nie najadrza LC i DC uktadajg sie okreznie i tworzg tzw. pas wewnetrz-
ny. W dystalnej czeSci trzonu i ogonie najadrza, oprécz okreznie prze-
biegajacego pasa wewnetrznego, wystepuje za nim podtuznie przebiega-
jacy pas zewnetrzny zbudowany z SMC [16, 35].

U czlowieka [36] liczba warstw LC i DC, utozonych naprzemiennie
w pasie wewnetrznym, wzrasta od 4 lub 5 w glowie najadrza do 6 lub
nawet wiecej w trzonie. W trzonie najgdrza pojawia sie rdwniez do-
datkowo niekompletny jeszcze pas zewnetrzny utworzony z SMC. W ogo-
nie najadrza warstwa mie$niowa pasa zewnetrznego znacznie grubieje
i SMC sg dominujacym typem w tej czesci przewodu'najadrza. Grubos¢
poktadow komdrek pasa wewnetrznego ulega natomiast znacznej re-
dukcji.

ROZWOJ | ROZNICOWANIE KOMOREK NAJADRZA

U ludzkich ptodéw meskich najagdrze powstaje okoto 8-10 tygod-
nia z pranercza. W rozwoju embrionalnym cztowieka przewazajgca cze$¢
pranercza ulega zanikowi. Ze $rodkowego odcinka tego narzadu zacho-
wuje sie tylko kilkanascie kanalikow nefrondw, ktoére lezag w najbliz-
szym sasiedztwie rozwijajacej sie gonady. Ulegaja one-réwniez czescio-
wej regresji. Procesowi temu podlegaja przede wszystkim ciatka nefro-
néw. Pozostate odcinki kanalikbw w 4 miesigcu -wrastaja we wneke
jadra i tacza sie z kanalikami sieci jadra. W ten "spos6b jadro zyskuje
8-15 przewodzikow wyprowadzajgcych, uchodzacych do przewodu pra-
nercza. W dalszym etapie rozwoju przewodziki wyprowadzajgce wy-
dtuzaja sie i uzyskuja krety przebieg [17]. WyScielajace je komarki roz-
nicujg sie'na urzesione i nieurzesione. Przewodziki odprowadzajace
swoim dystalnym koncem wpadajg do poczatkowego odcinka przewodu
pranercza. Odcinek ten znacznie sie¢ wydtuza i przyjmuje mocno krety
przebieg, tworzgc przewod najgdrza. ‘Koncowy odcinek tego przewodu,
biegnagcy ku zatoce moczowo-piciowej, przeksztatca sie w nasieniowdd.

Z poczatkowo nie zréznicowanych komorek wyscielajacych przewéd
najadrza wyksztatcajg sie komorki gtéwne i podstawne. Nastepnie do
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nabtonka naptywajg limfocyty i makrofagi. Sun i Flickinger [50] wy-
kazali, ze u szczura w okresie poporodowym w réznicowaniu komorek
przewodu najgdrza wyr6zni¢ mozna 3 okresy: komorek nie zréznicowa-
nych (1-15 dzien), réznicowania komorek (16-44 dzien) oraz 'wzrostu
komérek (45-94 dzien). Rodzaje komorek powstajagcych w tych okresach
przedstawia ryc. 5.

KOMORKI

Ryc. 5 Schemat roéznicowania sie komdérek nabtonka najadrza szczura w okresie
poporodowym wedtug Suna i Flickingera [50]

Rozwdéj najgdrza zalezny jest od obecnosci gonad. Do 40 dnia zycia
ptodowego cztowieka, kiedy zarodki obu pici rozwijajg sie w jednakowy
sposob, u ptodéw obu pici obecne sg zar6wno przewody przypranerczo-
we, jak i przewody pranercza [54] (ryc. 6). R6znicowanie narzadow picio-
wych w kierunku meskim indukowane jest hormonami pochodzacymi z j3-
der ptodu i jest efektem dziatania czynnika anty-Miillerowskiego, zwa-
nego tez hormonem anty-Miillerowskim, testosteronu (T) i dwuhydro-
testosteronu (DHT) [4, 10, 23, 54].

Badania ostatnich lat wykazaty, ze hormon anty-Miillerowski jest
glikoproteidem wydzielanym przez komorki podporowe jadra. Wywiera
on swoje dziatanie w bardzo krotkim i wczesnym okresie — u piodow
ludzkich przed 8 tygodniem cigzy. Dziala miejscowo i powoduje zanik
przewodéw przypranerczowych, nie pozwalajac rozwina¢ sie jajowodom
i macicy [31, 32, 42].

Testosteron wydzielany jest przez komorki sr6dmiagzszowe ptodowego
jadra. Stymuluje przemiane przewodOw pranercza w wewnetrzne narzady
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Ryc. 6. Schemat ilustrujacy réznicowanie wewnetrznych narzadéw piciowych u pto-
du ludzkiego wedtug Griffina i Wilsona [23]

piciowe — najadrze, nasieniowdd i pecherzyki nasienne [10, 48, 54].
Szczyt jego dziatania przypada u cziowieka okoto 84 dnia zycia ptodo-
wego [44]. W rozwoju przewoddéw pranercza podstawowe znaczenie ma
jednak nie testosteron krgazacy we krwi, lecz dziatajagcy miejscowo na
drodze dyfuzji z pobliskich gonad [4].

DHT powoduje zrdéznicowanie zatoki moczowo-piciowej w kierunku
meskim i indukuje powstanie prostaty i zewnetrznych narzadéw picio-
wych. Odbywa sie to w nieco pézniejszym okresie niz powstawanie we-
whnetrznych narzadow piciowych [10, 48, 54]. DHT powstaje z T przenie-
sionego przez krew do okolic, w Ktorych roznicujg sie te narzady. Kon-
wersja T do DHT odbywa sie w tkankach pod wptywem 5a-reduktazy
[10, 23] (ryc. 7). Zatem zaréwno rozw0j przewoddéw pranercza, jak i ze-
wnetrznych narzadéw piciowych odbywa sie pod wpltywem hormonoéw
androgennych. Interesujacy jest fakt, ze dziatanie tych hormonéw w sto-
sunku do przewoddéw pranercza jest wywierane jedynie miejscowo [4].
W przypadku jednostronnej kastracji we wczesnym okresie ptodowym,
drugie jadro ma zdolno$¢ maskulinizowania catej zatoki moczowo-picio-
wej i zewnetrznych narzadow piciowych, natomiast przewdd pranercza
stymuluje tylko po swojej stronie. Fakt ten mozna wyttumaczy¢ tym,
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Ryc. 7. Wplyw hormondéw wydzielanych przez jadra plodowe na r6znicowanie we-
wnetrznych i zewnetrznych narzadéw piciowych

ze hormony roéznicujgce pte¢ dziatajg w bardzo wczesnym okresie pto-
dowym jedynie na drodze dyfuzji i dlatego dziatanie ich ograniczone
jest do malej przestrzeni. Zewnetrzne narzady piciowe natomiast powsta-
ja w pozniejszym okresie, kiedy substancje roznicujace pte¢ przenoszone
sg przez krew [4].

Réznicowanie komorek w przewodzie najadrza wydaje sie réwniez
procesem zaleznym od androgenow. Sugerujg to badania przeprowadzone
na szczurach [7, 50]. Bezposrednio po porodzie na najadrze moga wy-
wiera¢ wptyw tylko androgeny wystepujagce w osoczu krwi, poniewaz
w tym okresie nie ma jeszcze w Swietle przewodu najadrza ptynu kana-
likowego [56]. Dohler i Wuttke (9] donoszg, ze u nowo narodzonych
szczur6w poziom androgendéw w osoczu jest wysoki. Androgeny moga
by¢ odpowiedzialne za wzrost najagdrza w tym okresie (okres komdrek
niezr6znicowanych). Wykazano, ze w tym samym czasie androgeny wy-
wieraja mitogenne dziatanie w prostacie i w pecherzykach nasiennych
[52], Poziom androgenéw wzrasta w okresie réznicowania (16-44 dzien),
a stezenie T we krwi jest najwyzsze w 25 dniu po urodzeniu [9, 33, 34,
36]. Jest to okres najintensywniejszego rozwoju najadrza u szczura [50],
stad mozna przypuszcza¢, ze T moze wywiera¢ wptyw na roznicowanie
sie komorek w tym narzadzie. Potwierdzeniem dziatania androgendw
na komorki nabtonkowe przewodu najadrza w tym okresie jest obecno$é



88

L. ROZEWICKA, M. LESZCZYNSKA

w nich biatka receptorowego dla androgenéw [6]. Fakt, ze r6znicowanie
komorek nabtonka najgdrza rozpoczyna sie na poczatku trzeciego tygod-

nia,

kiedy dociera do nich ptyn z jadra, sugeruje, ze ptyn kanalikowy

odgrywa rowniez wazng role w réznicowaniu sie komorek przewodu
najadrza. Setty i Jehan ,[47] sugerujg, ze powodem, dla ktérego segment
poczatkowy roéznicuje sie wczesniej niz pozostate segmenty, jest fakt,
ze odcinek ten najwcze$niej wchodzi w kontakt z ptynem naptywajacym
z jadra, ktory oprécz androgendOw zawiera jeszcze inne substancje mo-
gace mie¢ wptyw na réznicowanie komorek w tym narzadzie.
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Streszczenie. Przedstawiono aktualne poglady na wydzielniczg i resorpcyjng funk-
cje komérek nabtonkowych najadrza i udziat ich w procesie dojrzewania plemni-
kéw. Omoéwiono giéwne zmiany strukturalne plemnikéw w czasie ich wedréwki
przez najadrze. Wykazano na podstawie wynikéw badan wielu autoréw, ze czyn-
nikami kontrolujgcymi proces dojrzewania plemnikéw w najadrzu sa androgeny
oraz ze estrogeny i progesteron regulujg niektére czynnosci w tym narzadzie. O-
moéwiono transport plemnikéw przez najadrze i czynniki regulujgce ten proces,
a takze zjawisko fagocytozy plemnikow.

Summary. The actual viewpoints that are presented refer to the secretory and
resorptive function of the epithelial cells in epididymis, as well as to their parti-
cipation in spermatozoa maturation process. Principal structural changes of sper-
matozoa at the time they pass through epididymis are discussed. Relying on the
results of investigations by a number of authors, it has been shown that andro-
gens are the factors that control the spermatozoa maturation process in epididymis
and that estrogens as well as progesterone regulate certain actions in this organ.
The transport of spermatozoa across epididymis, the factors regulating this process
and the phenomenon of spermatozoa phagocytosis are discussed too.

Morfologicznej odmiennos$ci poszczegdlnych czesci najadrza odpowia-
da czynnosciowe zréznicowanie tego narzgdu. Dwie czynnoSciowo rdzne
funkcje — dojrzewanie plemnikéw w gtowie najgdrza i magazynowanie
ich w ogonie tego narzadu i nasieniowodzie, odbywajg sie przy wspot-
udziale komdrek nabtonkowych przewodu, ktére wytwarzajg odpowied-
nie srodowisko sprzyjajace tym procesom.

Plemniki opuszczajgce jadro sg zawieszone w piynie produkowanym
przez kanaliki nasienne. Ptyn ten speinia wazng role w transporcie ko-
madrek rozrodczych do najadrza. Stanowi on specyficzne mikro$rodowisko

* Praca wykonana w ramach problemu CPBP 05.06.1.2.3.
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zapewniajgce przezywalno$¢ niedojrzatym jeszcze plemnikom. Skiad
ptynu zmienia sie podczas wedréwki plemnikéw z kanalikéw nasiennych
poprzez sie¢ jadra, kanaliki odprowadzajgce i przewod najadrza [3, 75,
86, 107, 127, 136]. To zmieniajgce sie, ale zawsze specyficzne dla danego
odcinka mikrosrodowisko, regulowane jest sekrecyjng i resorpcyjng ak-
tywnoscig komoérek nabtonkowych wyscielajgcych droge wedréwki plem-
nikéw. Regulacja ta dotyczy skiadu jonowego, pH, zawartosci matych
czasteczek organicznych i biatek [63, 69, 86, 137].

Badania Levina i wsp. [91], Jesse i wsp. [78] oraz Turnera i wpp.
[140] dowiodty, ze w plynie najadrza, od gtowy do ogona, nastepuje stop-
niowa utrata sodu na korzy$¢ wzrostu stezenia potasu. W gtowie naja-
drza wydzielane sg réwniez do ptynu najagdrzowego jony wodorowe, przez
co pH ptynu w glowie staje sie lekko kwasne i wynosi 6,4, w porédw-
naniu z ptynem kanalikow nasiennych jadra, wynoszagcym 7,31 [90, 91].
W ogonie najgdrza pH piynu wynosi 6,85 poniewaz jony wodorowe sg
reabsorbowane [91]. Koskimies i wsp. [86] wykazali rowniez, ze w plynie
najadrza brak jest kilku biatek charakterystycznych dla ptynu sieci ja-
dra, pojawiajg sie natomiast inne biatka specyficzne tylko dla ptynu
najadrza.

FUNKCJA SEKRECYJNA KOMOREK NABLONKOWYCH NAJADRZA

Procesy sekrecyjne sa najintensywniejsze w gtowie i poczatkowym
odcinku trzonu najadrza [16, 88, 89, 98, 107, 141], a komorkami najbar-
dziej zaangazowanymi w procesy wydzielnicze sg komorki gtéwne [53,
55, 88]. Wydzielajg one do Swiatta przewodu wiele substancji biatkowych,
z ktérych wiekszos¢ stanowiag glikoproteiny. Uzyskaty one r6zne nazwy
po ich izolacji za pomocg odmiennych metod stosowanych przez poszcze-
gélne grupy badaczy u réznych gatunkow [16-19, 22, 26, 54, 60, 97, 112,
120]. Cameo i Blaquier [25] okreslili elektroforetycznie na zelu poliakryl-
amidowym migracje biatek wydzielanych przez komdrki nabtonka na-
jadrza szczura. Biatka te migrowaty szybciej niz albumina i oznaczono
je B, C, D i E. PdZniejsze badania wykazaly rowniez obecnos$¢ biatek F
i G [17].

Niezaleznie od tych badahA Lea i wsp. [88, 89] wyizolowali i oczyscili
kwasnag glikoproteine najadrzowa (acidic epididymal glycoprotein —
AEG), wydzielang gtdwnie w gtowie i trzonie najadrza. Wydzielana do
Swiatta przewodu, pokrywa powierzchnie plemnikow. P6zZniejsze badania
wykazaty, ze AEG moze nieznacznie wpitywac na ruchliwo$¢ plemnikoéw
[112]. Nie jest to jednak efekt specyficzny tego biatka.

Cameo i wsp. [26] wykazali, ze biatko DE jest rowniez glikoprotema
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produkowang w gtowie i trzonie najadrza. Za pomoca reakcji immuno-
histochemicznej zlokalizowano to biatko na plazmolemie pokrywajgcej
wklesta powierzchnie gtdwki i boczne powierzchnie okolicy postakroso-
malnej plemnika. Po kapacytacji i reakcji akrosomalnej pozostatosci tego
biatka stwierdza sie w okolicy postakrosomalnej gtdwki plemnika, w
ktérej biatko to moze braé¢ udziat w tworzeniu lub aktywacji postulo-
wanego receptora plemnikowego dla zona pellucida [22, 26].

Opisane przez Brooksa [16] oraz Brooksa i Tivera [22] biatka D i E
rozpoznawane sg tym samym przeciwciatem. Jednak wediug cytowanych
autoréw, synteza biatka D ma miejsce w gtowie, a biatka E — w trzonie
i proksymalnej cze$ci ogona najadrza.

Wydaje sie, ze opisane tu biatka sg tg sama glikoproteing, majg bo-
wiem podobne witasciwosci i podobny sktad reszt cukrowcowych [26].

Jones i Brown [80] wykazali dwie inne proteiny zlokalizowane na
gtéwce i wstawce plemnikéw, bardzo podobne do biatek B i C opisanych
przez Brooksa i Tivera [22] oraz Brooksa i wsp. [21]. Faye i wsp. [51]
z kolei wyodrebnili sialoproteiny na powierzchni plemnikéw, a Kohane
i wsp. [84, 85] tzw. specyficzne najgdrzowe biatko (specific epididymal
protein). Jeszcze inne biatko opisane zostato przez Wonga i wsp. ([148]
i nazwane 32 K. Jest ono bardzo podobne w swych wiasciwosciach do
AEG.

Wiekszo$¢ wydzielanych przez komorki nabtonkowe najgdrza gliko-
protein stanowi badz biatka receptorowe, badZ wigze sie z powierzchnig
plemnikéw i tworzy na ich powierzchni charakterystyczng powtoczke
(surface coat) [52, 89, 149]. Powtoczka ta chroni plemniki przed agluty-
nacjg, przedwczesng reakcjg akrosomalng i fagocytozg w zenskich dro-
gach rodnych. Plemniki zrzucajg ja dopiero w procesie kapacytacji.

Glikoproteiny powtoczki plemnikéw badano za pomocag reakcji ze
specyficznymi lektynami dla réznych mono- i oligosacharydéw i stwier-
dzono, ze skitad glikoprotein na powierzchni plemnik6w zmienia sie w
czasie ich dojrzewania w najadrzu [4, 6, 52, 132, 149].

Innym biatkiem wydzielanym przez najadrze, a prawdopodobnie i jg-
dro jest ,forward motility protein” — biatko inicjujgce ruch postepowy
plemnikéw [2], Glikoproteing ta o masie 37 500 wigze sie do plemnikéw
w gtowie najadrza, gdzie plemniki zyskujg dla niej specyficzne recepto-
ry. ,Forward motility protein” jest inhibitorem enzymu fosfodwuesterazy,
przez co utrzymuje wysokie stezenie cAMP w plemnikach. Wediug Ho-
skinsa i wsp. [73] oraz Acotta i wsp. [2], za inicjacje ruchu postepowego
plemnikébw w najadrzu odpowiedzialny jest wzrost stezenia cAMP w
plemnikach w wyniku wigzania przez nie specyficznych glikoprotein —
inhibitorow fosfodwuesteraz.

Wystepuje jeszcze wiele innych czynnikow inicjujacych ruch poste-
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powy plemnikow. Nalezy do nich przede wszystkim wzrost stezenia jo-
néw wapnia w plemnikach, ktore po potgczeniu z biatkiem regulatoro-
wym kalmoduling, sag gtownym inicjatorem ruchliwosci i proceséw me-
tabolicznych w tych gametach [73, 112, 130].

Oprécz wymienionych tu bialek komoérki najadrza wydzielajg do
Swiatta przewodu jeszcze wiele innych substancji koniecznych do doj-
rzewania plemnikdw. Niektére z nich, jak karnityne, pobieraja z krwi
[27]. Karnityna i jej pochodna acetylokarnityna sg akumulowane w plem-
nikach i wptywajg na ruchliwo$¢ i oddychanie dojrzewajgcych plemni-
kow. Biorg udzial w utlenianiu kwaséw tluszczowych i wytwarzaniu
energii dla zachowania ruchliwos$ci plemnikéw [27, 69]. Plemniki z ogona
najadrza wykazujg wyzszy poziom karnityny i acetylokarnityny anizeli
plemniki z gtowy najadrza [20, 28].

Inng substancja wydzielang przez komoérki najadrza jest glicerylo-
fosfocholina. Jest ona syntetyzowana w komorkach nabtonkowych i wy-
dzielana w wiekszej iloSci w gtowie anizeli w ogonie najadrza. Jest zrod-
tem kwaséw ttuszczowych koniecznych do metabolizmu plemnikéw w
czasie ich wedrowki przez najadrze [20, 63, 69].

Komorki najadrza wydzielajg rowniez do Swiatta przewodu inozytol,
ktdry moga pobiera¢ z krwi, jak réwniez syntetyzowac z glukozy. W ko-
morkach tych stwierdzono obecno$¢ enzymow uczestniczacych w tej syn-
tezie. Inozytol w procesie dojrzewania plemnikow wbudowywany jest
w fosfolipidy ich bton komorkowych [69, 122].

FUNKCJA RESORPCYJNA KOMOREK NABLONKOWYCH NAJADRZA

Wydzielina w komérkach nabtonkowych najadrza produkowana jest
w duzej ilosci. Glikoproteiny, ktdre nie zwigzaly sie z powierzchnig
plemnikéw, zostajg zresorbowane w ogonie najadrza. W resorpcji, oprocz
komorek gtéwnych, biorg udziat rowniez komorki podstawne, szczytowe,
waskie i jasne [4, 5 100, 138]. Najwieksza aktywno$¢ resorpcyjna maja
komérki kanalikéw odprowadzajacych i segmentu poczatkowego oraz
komorki ogona najadrza [7, 35, 43, 91, 100, 111]. W pierwszych resorbo-
wane jest 50°/0 i wiecej wody z ptynu naptywajgcego z jadra [35, 43],
w ogonie najadrza natomiast resorbowana jest zbedna wydzielina naja-
drzowa.

W badaniach in vitro wykazano [42], ze w komodrkach nabtonkowych
najagdrza moga zachodzi¢ 3 rodzaje endocytozy, bedgce odpowiednikiem
proces6w resorpcyjnych in vivo. Sg to: endocytoza ptynnej fazy, endo-
cytoza adsorpcyjna i endocytoza zwigzana z receptorem. Endocytoza
ptynnej fazy jest niespecyficzna. Dzieki niej biatka i inne sktadniki prze-
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chodzag wraz z wodg do kaweoli, a nastepnie w postaci pecherzykéw prze-
noszone sg do lizosomow, gdzie nastepuje ich degradacja. Ten rodzaj
endocytozy wystepuje w kanalikach odprowadzajacych [101] i w prze-
wodzie najadrza [100]. Endocytoza zwigzana z receptorem ma miejsce
gtéwnie w komorkach przewodu najgdrza. W ME obserwuje sie pod po-
wierzchnig komérek, od strony Swiatta przewodu, liczne pecherzyki zwia-
zane z klatryng (coated pits i coated vesicles).

FUNKCJA KOMOREK PODSTAWNYCH SZCZYTOWYCH, WASKICH
I JASNYCH

Jak wynika z przedstawionych tu faktéw, wiekszo$¢ wydzielin pro-
dukowanych w najgdrzu wytwarzana jest w komorkach gtéwnych.
Dyskusyjna jest ciggle rola pozostatych typdw komorek: podstawnych,
szczytowych, waskich i jasnych. Nieduza ich liczba utrudnia izolacje i ba-
dania in vitro.

Komérki podstawne biora udziat w resorpcji substancji ze Swiatta
przewodu najadrza. Weditug Arya i wsp. [4 moga one pobiera¢ z komo-
rek gtéwnych zresorbowany materiat w celu jego koncowego trawienia.
Sinowatz [128] wykazal w komorkach podstawnych aktywno$¢ wielu
enzymow hydrolitycznych.

Komdrki jasne, szczeg6lnie licznie wystepujgce w ogonie najadrza,
wykazujg rowniez zdolnoSci absorpcyjne, wieksze anizeli przylegajace
do nich komérki gtowne [99, 100]. Absorbujg one substancje zawarte
w Swietle przewodu najadrza, pochodzace z nadwyzki wydzielanych gli-
koprotein, a takze krople cytoplazmatyczne dojrzewajgcych plemnikow
[5]. Komorki te w dystalnej czesci glowy wykazujg rowniez funkcje se-
krecyjng [4]. W komorkach jasnych Cohen i wsp. [32] wykazali histo-
chemicznie obecno$¢ anhydrazy weglanowej. Wykazujg one réwniez wy-
soka aktywnos$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, zlokalizowanej
w bardzo licznych w tych komoérkach mitochondriach [1].

W komérkach szczytowych gtowy najadrza réwniez zachodzag procesy
absorpcyjne [100]. Podobnie jak w komadrkach jasnych, wykryto w nich
histochemicznie obecno$¢ anhydrazy weglanowej [32] i wysokag aktyw-
nos¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej [1]. Badania Cohena i wsp.
[32] sugerujg zalezno$¢ miedzy aktywnosciag anhydrazy weglanowej
w tych komoérkach a zakwaszeniem lub alkalizacjg ptynu kanalikowego.
Goyal [62] natomiast obserwowat sporadycznie w tych komdrkach dege-
nerujace gtowki plemnikow.

Komorki waskie, wystepujace w odcinku inicjalnym gtowy najadrza,
wykazujg, podobnie jak pozostate typy komorek, funkcje absorpcyjne

[5].

7 — PBK 1/88
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NIEKTORE ZMIANY W PLEMNIKACH W PROCESIE ICH DOJRZEWANIA

W czasie wedréwki plemnikéw przez najgdrze zachodzi w nich wiele
zmian biochemicznych, strukturalnych i czynnosciowych, okreslanych
zwykle jako ,dojrzewanie plemnikow”. Efektem ich jest uzyskanie przez
plemniki zdolnosSci do ruchu postepowego i zaptodnienia komorki jajo-
wej.

Zagadnienia zwigzane z przemianami biochemicznymi plemnikéw
w procesie ich dojrzewania sg roznorodne, rozlegte i zlozone. Dotycza
réznej aktywnos$ci glikolitycznej [126, 142, 144] i zapotrzebowania na
energie [144, 145] plemnikéw dojrzewajacych i juz dojrzatych, zmaga-
zynowanych w ogonie najadrza i w nasieniowodzie, zmian w skladzie
fosfolipidéw i kwasow tluszczowych, budujgcych struktury plemnika
[79, 109, 126, 142], uwalniania kwasu arachidonowego, stanowigcego sub-
strat do produkcji prostaglandyn w najadrzu [109, 143] i wiele innych
przemian. Z procesami tymi zwigzane jest pojawienie sie lub zahamo-
wanie aktywnosci wielu enzymow i inhibitorow. Omédwienie tych zagad-
nien nie miesci sie jednak w ramach tej pracy.

Zmiany strukturalne dotycza zaréwno gtéwki, jak i witki plemnikéw.
U wielu gatunkéw zwierzat w procesie dojrzewania plemnikéw zmienia
sie struktura morfologiczna akrosomu. Przyjmuje on w najadrzu ksztatt
i wielkos¢ charakterystyczng dla danego gatunku [12, 13, 50]. Zr6znicowa-
nie morfologiczne plemnikéw ssakow wyraza sie bowiem w najwiekszym
stopniu rozmaitoscig ksztattow i wielkoscig akrosomow [81]. Badania de
Vries i wsp. [147] wykazaty ponadto, ze brak akrozyny w segmencie row-
nikowym akrosomu plemnikdw z najadrza i obecno$¢ jej w tym rejonie
w plemnikach z ejakulatu jest czesScia procesu dojrzewania plemnikdéw.
Akrozyna bierze udziat w trawieniu zona pellucida, co pozwala plem-
nikom spenetrowac¢ ostatnig przeszkode, jaka napotykajg na drodze do
cytoplazmy komdrki jajowej. POZniejsze pojawienie sie tego enzymu
w rejonie rownikowym akrosomu wigze sie prawdopodobnie z pézniej-
szym jego uwalnianiem w reakcji akrosomalnej, po hialuronidazie, ktéra
dziata pierwsza i trawi substancje spajajagce komorki wiefnca promieni-
stego.

W czasie wedrowki plemnikéw z gtowy do ogona najgdrza i do na-
sieniowodu nastepuje ostateczna kondensacja chromatyny jader plem-
nikow. Proces ten odbywa sie gtéwnie poprzez utlenianie grup sulfhy-
drylowych cysteiny do wigzan dwusiarczkowych. Wedtug Pellicciari
i wsp. [110], liczba grup sulfhydrylowych w chromatynie jader plemni-
kéw myszy z glowy, trzonu i ogona najadrza oraz nasieniowodu wynosi
kolejno 50, 15, 5 i 3°/0. Spadek liczby tych grup spowodowany jest stop-
niowym utlenianiem ich do wigzan dwusiarczkowych.
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Badania wtasne dostarczyty informacji potwierdzajgcych i poszerza-
jacych te doniesienia. Zastosowanie cytofotometrycznych pomiar6w DNA
i analizy komputerowej obrazu jader plemnikéw pozwolito stwierdzic,
ze w czasie wedrowki plemnikéw z glowy do ogona najadrza wraz z za-
wartos$cig chromatyny wzrasta réwniez jej homogenno$¢, a zmniejsza sie
powierzchnia jader i jego obwdéd [123].

W biatkach strukturalnych witki plemnika zachodzi podobny proces
utleniania grup sulfhydrylowych do wigzan dwusiarczkowych. Jest on
potaczony z uwalnianiem cynku z plemnikow [82]. Pojawienie sie tych
wigzan powoduje wiekszg sztywnosé witki plemnika, co wedtug Calvina
i Bedforda [23] zwigzane jest z uzyskaniem przez nie ruchliwosci. Wigza-
nia dwusiarczkowe wchodzg w skiad podobnych do keratyn biatek biony
zewnetrznej mitochondriow, widkien gestych i otoczki widknistej [24].

W miare jak plemniki przechodzg z gtowy najgdrza do ogona, liczba
wigzan dwusiarczkowych wzrasta w najwiekszym stopniu w biatkach
otoczki wioknistej i btony zewnetrznej mitochondriow, ktérej wzmocnie-
nie wynika prawdopodobnie z koniecznosci odpowiedniej adaptacji rejo-
nu wstawki narazonego na silne deformacje podczas ruchu witki [81].

We wibdknach gestych proces utleniania grup sulfhydrylowych do
wigzan dwusiarczkowych nie jest tak znaczny. Niepeiny rozwdj wigzan
dwusiarczkowych powoduje, ze widkna te sg mniej sztywne, a zatem
bardziej elastyczne i nie hamujg ruchow witki [8, 9].

ROLA ANDROGENOW, ESTROGENOW | PROGESTERONU W NAJADRZU

Czynnikami kontrolujgcymi proces dojrzewania plemnikow w najad-
rzu sg androgeny. W obecnosci androgenow nastepuje w giowie najad-
rza dojrzewanie plemnikéw, a odpowiednie stezenie tych hormonow
w trzonie i ogonie najadrza oraz w nasieniowodzie warunkuje prawidto-
wa ich przezywalnosc.

Czas przebywania plemnikéw w najgdrzu, w celu uzyskania zdolnos-
ci do zaptodnienia, rézni sie nieco u poszczegdlnych gatunkow zwierzat
i wynosi przecietnie 7-14 dni, a u cztowieka 10-14 dni. Réwniez odqi-
nek najadrza, ktory osiggng¢ musza plemniki, by staé sie zdolnymi do
zaptodnienia, jest rézny u poszczegélnych gatunkoéw. U szczura plemniki
stajg sie zdolne do zaptodnienia, gdy osiaggng blizszg cze$¢ ogona najad-
rza. Tracg jg 3 dni po kastracji i 4 dni po hypofizektomii. Podanie 2
mg/kg/dzien propionianu testosteronu zapobiega efektom spowodowanym
kastracjg lub hypofizektomig [47]. Przy niedoborze androgendéw pojawia-
ja sie w najadrzu morfologicznie niedojrzate plemniki [15].

Androgeny moga dziata¢ na plemniki bezposrednio lub posrednio
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poprzez komérki nabtonka najadrza. Wiele danych s$wiadczy o tym, ze
jest to gtdwnie wptyw posredni. Plemniki szczuréow, ktérym podawano
trytowany testosteron, znakowane byty bardzo stabo w poréwnaniu
z tkankg najadrza [cyt. za [47]]. Androgeny natomiast stymulujg komor-
ki nabtonkowe do czynnos$ci sekrecyjnych [14, 25, 57, 60, 88, 89], a wy-
dzieliny wytwarzane z kolei w komorkach i substancje pobierane przez
nie z krwi przyczyniajg sie do dojrzewania plemnikéw i ich przezywa-
nia [17-19, 22, 27, 28, 141]. Najgdrze otrzymuje androgeny z 3 zrodet.
Ptyn niosgcy plemniki z jadra do najadrza zawiera testosteron (T). Trans-
portowany ta drogg T zwigzany jest z biatkiem wigzacym androgeny
(androgen binding protein — ABP). ABP jest wiec nosnikiem androge-
néw z jadra do najadrza, a los tego biatka w najadrzu moze byé rézny.
ABP w Swietle najagdrza moze uwalniaé¢ niesione androgeny i traci¢ zdol-
no$¢ wigzania bez wchodzenia do komdrek nablonkowych. Kompleks
ABP—androgen moze by¢ w catosci absorbowany przez komorki na-
btonkowe proksymalnej cze$ci najgdrza. Androgeny uwalniane sg wtedy
w komérkach, a ABP degradowane jest przez enzymy lizosomalne. Wresz-
cie ABP, po wejsciu do cytoplazmy komorki nabtonkowej, moze petnic
wewnatrzkomdérkowg funkcje transportujagcg i przekazywaé¢ androgeny
receptorom cytoplazmatycznym, ktére przenoszg je do jader komorko-
wych [56]. Wedlug oznaczen Ganjama i Amanna [57], ptyn z rete testis
buhaja niosgcy plemniki z jagder do najadrza zawiera 33 + 3 ng/ml T.

Druga pule androgendw otrzymuje najadrze z krwi. Hormony te wcho-
dzg do najadrza poprzez komérki nabtonkowe drogg dyfuzji utatwionej
[139].

Trzecig mozliwo$¢ sugerujg badania Hamiltona i Fawcetta [64]. Au-
torzy ci podajg, ze komorki nabtonkowe przewodu najadrza chomika
moga same syntetyzowaé niewielkie ilosci T. Syntetyzujg réwniez cho-
lesterol. Podajgc szczurom znakowany |-14C-octan stwierdzili wbudo-
wywanie jego do cholesterolu i T wzdtuz catej diugosci najadrza i na-
sieniowodu, w roznej iloSci w poszczeg6lnych segmentach. Jednak nie-
caly znakowany cholesterol zostaje zuzyty do syntezy androgenéw. Czes¢
jego jest prawdopodobnie zuzywana do odnowy bton komérkowych. Ba-
daniami histochemicznymi i biochemicznymi wykazano, ze enzymy bio-
ragce udziat w sterydogenezie sg obecne w komdrkach najadrza i moga
powodowaé przejscie pregnenolonu i progesteronu do nastepnych etapéw
sterydogenezy [59, 74],

Gtownym androgenem najadrza jest dwuhydrotestosteron (DHT). Ma
on bardziej efektywny wptyw na utrzymanie zdolnosci do zaptodnienia
plemnikéw niz T [94]. Komérki nablonkowe przewodu najadrza maja
wysokag aktywno$¢ 5u-reduktazy — enzymu, ktéry powoduje przejscie
T do DHT [44, 121, 124]. DHT moze w najadrzu przechodzi¢ dalej do
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5a-androstan-3a, 17(3-diolu (3a-diol), a u niektdrych gatunkéw tez do
5a-androstan-3|3, 17|3-diolu (3|3-diol) [57].

Androgeny wystepuja w réznym stezeniu w ptynie najadrza i w jko-
morkach, w zaleznosci od cze$ci najgdrza. Na przyktad stezenie 5-a DHT
jest wyzsze w glowie najgdrza szczura niz w ogonie. Z catkowitej ilos-
ci DHT w gtowie 30,2 ng/g tkanki, 20,5 ng/g tkanki jest zlokalizowane
w plynie najadrza, a pozostata czes¢ w komorkach, podczas gdy z cat-
kowitej ilosci 8,6 ng/g tkanki tego hormonu w ogonie najadrza, 2,8ng/g
tkanki wystepuje w ptynie, a 5,8 ng/g tkanki w komorkach. Ilos¢
T obecna w gtowie i ogonie najadrza szczura wynosi 1-2 ng/g tkanki.
W piynie kanalikéw odprowadzajgcych koncentracja T jest wysoka, 28,8
ng/ml, a DHT znacznie nizsza, 19 ng/ml. Dane te wskazujg, ze phyjn,
w Kktorym zanurzone sg plemniki w jadrze i najgdrzu, zawiera wysokie
stezenie androgen6w i ze w miare przesuwania sie ptynu z jadra i dalej
poprzez najadrze wystepuje zmiana stosunku T do DHT [146].

Istniejg dowody, ze DHT jako gtowny metabolit T ma podstawowe
znaczenie w procesie dojrzewania plemnikéw w najadrzu. Badania pro-
wadzone przez wielu autorow wykazaty, ze DHT i 3a-diol sg gtdwnymi
metabolitami T w najgdrzu szczuréw in vivo [10, 45, 46, 118]. Stosunek
DHT do 3a-diolu byt znacznie wyzszy w ptynie (51 : 1) niz w pozostatej
zhomogenizowanej tkance najgdrza (2,6 :1). Fakt, ze koncentracja DHT
jest wyzsza w ptynie, przemawia za tym, ze DHT przechodzi z komérek
do Swiatlta przewodu. Wedtug Backa [10], DHT jest wazny dla inicjacji
wewnatrzkomadrkowych procesow w komorkach najadrza i petni réwniez
role aktywnego androgenu w S$wietle przewodu. Potwierdzeniem bezpos-
redniego wptywu androgenéw na komérki nabtonkowe najadrza jest o-
becnos¢ w nich specyficznych receptoréw dla T i DHT. Wykazano, ze
(3H)T i (H)DHT podany dozylnie kastrowanym szczurom lokalizuje sie
w jadrach komorek nabtonkowych. Radioaktywno$¢ zwigzana jest z du-
zymi czasteczkami ekstraktu jader komorkowych, ktore sedymentuja
w gradiencie gestoSci sacharozy przy 3,5 S [14].

Godny podkreslenia jest fakt, ze taczenie sie (3H)T z receptorem ja-
drowym in vitro jest ograniczone. Przy niskim stezeniu (H)T w S$rodo-
wisku, 75-92% znakowanego T przechodzi w potgczony z receptorem
DHT i stan ten nie ulega zmianie, kiedy stezenie (3H)T w S$rodowisku
ulega zwiekszeniu. Swiadczy to o tym, ze gtéwnie DHT wigze sie z re-
ceptorem komorek nabtonkowych najgdrza [14]. Potwierdzeniem sg wy-
niki badan in vitro, w ktorych stwierdzono, ze DHT zlokalizowany w ja-
drach komérek nabtonkowych najgdrza zwigzany jest z kontrolg syntezy
biatek [14, 57] i ze synteza ta nie moze odbywac sie bez androgenéw
[21, 25, 60, 97, 99].

Podanie szczurom antyandrogenu — octanu cyproteronu powoduje,



102 L. ROZEWICKA, M. LASZCZYNSKA

ze komérki najadrza nie pobierajg androgendéw. Spowodowane jest to
kompetycyjnym wigzaniem antyhormonu z receptorem i niemozliwoscia
przeniesienia utworzonego kompleksu octan cyproteronu — receptor do
jader komérkowych [134]. Stwierdzono, ze octan cyproteronu podany
szczurom podskornie lub wszczepiony w silastikowych kapsutkach ha-
muje zdolno$¢ do zaptodnienia plemnikéw [131]. Zatem w obecnos$ci an-
drogenow komoérki najadrza, przez swg zdolnos¢ do wydzielania i absorp-
cji, utrzymuja state srodowisko w Swietle przewodu najadrza, korzystne
dla dojrzewania i przezywania plemnikow.

Przeprowadzono réwniez wiele badan, ktérych celem byto okreslenie
funkcji estrogenéw w najadrzu i identyfikacja receptorow dla tych hor-
mondéw w tym narzadzie [37-39, 67}. Interesujagcych danych dostarczy-
ty tu prace Schleichera i wsp. [125], ktérzy badali wigzanie estradiolu
(H)E2 i DHT (H)DHT w najadrzu myszy. Wigzanie (3H)DHT do jader
komérek gtownych nabtonka przewodu bylo wysokie w gtowie najadrza,
niskie w trzonie i znowu wysokie w ogonie, podczas gdy znakowany
(H)E2 wigzat sie najsilniej z jadrami komdrek gtownych w kanalikach
odprowadzajacych, silnie z komorkami gtéwnymi w gtowie najadrza,
a w trzonie i ogonie wigzanie byto niskie lub zgota nieobecne. Komaérki
szczytowe w gtowie najadrza i komérki jasne w trzonie i ogonie wyka-
zywaly silne wigzanie (H)E2 a znacznie stabsze (H)DHT. To r6zne na-
silenie wigzania (H)DHT i (H)E2 w poszczeg6lnych odcinkach najadrza
i typach komorek sugeruje, ze te dwa hormony petnig odmienng funkcje
zar6wno w topograficznie réznych odcinkach najadrza, jak i w poszcze-
golnych typach komdrek. Komdrki szczytowe i jasne byly bowiem silnie
znakowane (3H)E2 Oba typy komorek majg wihasciwosci sekrecyjne i ab-
sorpcyjne [87], a po kastracji nie stwierdzono zmian w ich ultrastruktu-
rze.

Funkcja estrogen6w w najadrzu nie jest zupeinie jasna. Estrogeny
sq znanymi antyandrogenami. Hamujg zaréwno wydzielanie gonadotro-
pin przez przysadke [131], jak i dziatanie tych hormonow na jadro ,[131,
133]. Inhibujg rowniez efekty dziatania testosteronu w najadrzu [93].
Tindall i wsp. [135] wykazali, ze 17”-estradiol hamuje w 58°/0 wigzanie
(3H)T do cytozolu, a w 95°/» do jagder komérek przewodu najadrza kastro-
wanych szczuréw, podczas gdy octan cyproteronu hamuje wigzanie tego
androgenu odpowiednio w 38 i 83°/0. 17(3-estradiol znosi réwniez wigza-
nie (3H)DHT z receptorem jadrowym komdrek najadrza i zmienia meta-
bolizm (3H)T, zmniejszajac jego konwersje do (3H)DHT, podczas gdy oc-
tan cyproteronu w badaniach autoréw nie wykazywat wptywu na meta-
bolizm T. Dane te sugerujg, ze 17(3-estradiol wywiera w najadrzu bar-
dziej inhibujgcy efekt niz octan cyproteronu.

Jenkins i wsp. [77] donosza, ze estrogeny maja wptyw na skiad jo-
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nowy plynu najadrza. Podanie walerianianu estradiolu samcom szczu-
row zwieksza zawarto$¢ Na i chlorkéw, a zmniejsza stezenie P, (S, Ca
i Mg w piynie gtowy najadrza, natomiast w ptynie ogona wzrasta tylko
stezenie chlorkéw, a koncentracja pozostatych jonéw nie ulega zmianie.
Walerianian estradiolu nie wywiera wptywu na skiad pltynu kanalikéw
nasiennych i osocza krwi szczuréw, zatem w gtowie najgdrza, gdzie na-
stepuje dojrzewanie plemnikéw, zmiany w skladzie jonowym ptynu na-
jadrza, po podaniu tego estrogenu, sg najwieksze.

Trudno wnioskowaé, na podstawie dostepnych wynikéw badan, czy
walerianian estradiolu wpitywa bezposrednio na komorki lub czynniki
regulujgce skiad jonowy ptynu najgdrza, czy tez zmiany w skladzie jo-
nowym piynu sg wynikiem jego antyandrogennego dziatania. Jakikol-
wiek bytby jednak mechanizm dziatania estrogenéw w najadrzu, biolo-
giczna rola badanych jondw w komérkach, w tym rdéwniez w plemni-
kach, jest duza. Udziat ich w transporcie komérkowym (Na), metabo-
lizmie energetycznym (P), ruchliwosci plemnikow (Ca) oraz fakt, ze sg
one kofaktorami enzyméw (Mg) i sktadnikami biatek strukturalnych
(S), ma niewatpliwie duze znaczenie w procesie dojrzewania plemnikow.

Mamy réwniez doniesienia, ze plemniki z ejakulatu moga metaboli-
zowac estradiol do estronu [119]. W ludzkich plemnikach estradiol wig-
zany jest do plazmolemy, w najwiekszej iloSci we wstawce, w mniej-
szej w gtéwece i witce [29]. Plemniki wigza rowniez progesteron i testo-
steron [30]. Sposob, w jaki zwigzane z btong komérkowg sterydy prze-
mieszczane sg do wnetrza plemnika, nie jest znany. Metabolizowanie
estradiolu przez plemniki ma by¢ moze znaczenie w zenskich drogach
rodnych, gdzie estrogeny wptywaja na migracje ludzkich plemnikéw
przez $luz szyjkowy [83].

W najadrzu stwierdza sie rowniez obecno$¢ progesteronu. W piynie
ogona najadrza buhaja, wedtug oznaczen Ganjama i Amanna [57], wy-
stepuje 7,4 0,7 ng/ml progesteronu, podczas gdy stezenie androgendw
wynosi: DHT — 20,3 +1,1 ng/ml, 3(3-diolu — 6,5 £0,4 ng/ml, 3a-diolu —
4,02 £0,2 ng/ml, a T — 11,46 £0,71 ng/ml. Autorzy ci podaja, zZe proge-
steron wystepuje w najwiekszym stezeniu w tych odcinkach najadrza
buhaja, gdzie ma miejsce magazynowanie juz dojrzatych plemnikow.

Inne badania dowiodty, Zze plemniki izolowane z ogona najgdrza kas-
trowanych chomikéw utrzymujag zdolno$¢é do zaptodnienia, kiedy znajda
sie w $rodowisku bogatym w progesteron i DHT lub 3a-diol [92]. Dla-
tego przypuszcza sie, ze progesteron utrzymuje zywotno$é dojrzatych
plemnikéw zmagazynowanych w ogonie najadrza.

Danzo i Eller [36] wykazali w badaniach in vitro z uzyciem skraw-
kéw najadrzy kastrowanych krélikéw, ze progesteron hamuje konwersje
T do DHT i 3a(3|3)-dioli. Catkowite zahamowanie syntezy DHT i 3a(3|3)-
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-dioli w Srodowisku w obecnosci progesteronu spowodowane jest praw-
dopodobnie jego hamujacym wptywem na aktywno$¢ 5u-reduktazy, en-
zymu koniecznego do konwersji T do DHT. Jest rdwniez mozliwe, ze
progesteron hamuje aktywno$¢ dehydrogenazy 3a(3|3)-hydroksysterydo-
wej katalizujagcej przejscie DHT do 3u(3(3)-dioli.

Wykazano, ze zaréwno progesteron, jak i estrogeny wchodzg do na-
jadrza z krwi poprzez btone podstawng komdrek przewodu najadrza na
zasadzie dyfuzji utatwionej [74, 139].

Z przedstawionych tu badah wielu autorow wynika, ze plemniki
w Swietle przewodu najadrza zanurzone sg w ptynie bogatym w sterydy
i ze w poszczeg6lnych czesciach najadrza skiad oraz stezenie tych hor-
monow s3g rézne, ale state i odpowiednie do funkcji, ktéra spetniaja
w procesie dojrzewania i przezywania plemnikéw. Jest prawdopodobne,
ze hamujacy wplyw estrogendw na produkcje androgendw oraz proge-
steronu na aktywno$¢ enzymow biorgcych udziat w sterydogenezie an-
drogenéw zapewnia okre$lone i optymalne stezenie T oraz DHT, nie-
zbedne do stymulacji procesdw toczacych sie w najadrzu.

Badania Pierrepointa i wsp. [41, 115-117] sugeruja réwniez, ze na-
jadrze peini nadrzedng role w stosunku do gruczotéw dodatkowych i ze
istnieje mozliwo$¢ przekazywania hormondéw z najgdrza do prostaty i pe-
cherzykow nasiennych poprzez zyle nasieniowodowg oraz przez nasie-
niowod. Prawidtowy poziom androgendéw w najadrzu warunkuje i utrzy-
muje funkcjonalng aktywno$¢ gruczotéw dodatkowych [117]. W nieobec-
nosci najadrzy stwierdzono zmniejszenie liczby receptoréw jgadrowych
dla androgenéw w komérkach prostaty i wzrost liczby receptoréw nie-
zajetych [114].

TRANSPORT PLEMNIKOW PRZEZ NAJADRZE

Uwalniane z komérek podporowych plemniki transportowane sg do
najgdrza razem z ptynem wytwarzanym w jadrze. W transporcie plemni-
kéw w jadrze duzg role odgrywajg skurcze miofibroblastow kanalikdw
nasiennych i ostonki biatawej jadra, ktére sg m. in. efektem dziatania
prostaglandyn [40, 58, 65]. Gdy PGF2a pobudza skurcze miofibroblastow
i ostonki, PGE2 hamuje wielkosé i czestos¢ skurczu miofibroblastéw,
a PGEXwykazuje takie dziatanie w stosunku do ostonki biatawej [49, 66].

Transport plemnikow przez najgdrze jest wynikiem skurczu S$ciany
przewodu najadrza i wewnatrzkanalikowego ci$nienia. U wielu gatunkow
zwierzat najagdrze ma unerwienie autonomiczne — adrenergiczne i cho-
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linergiczne, chociaz liczba jednych i drugich widkien nerwowych moze
byé rozna w poszczeg6lnych czesciach najadrza [48, 106]. Szczegdlnie
bogate unerwienie ma ogon najadrza i nasieniowo6d. Stwierdza sie ,tu
przewage unerwienia wspotczulnego, a liczba neuronéw adrenergicznych
jest duza i wzrasta w miare jak zwieksza sie pokitad komdrek miesnio-
wych gtadkich [105, 129]. Wedtug Baumgartena i wsp. [11] widékna ner-
wowe uktadu autonomicznego, szczeg6lnie jednak widkna adrenergiczne,
peinig tu wazng role w inicjacji nagtego i silnego skurczu ogona naja-
drza i nasieniowodu podczas wyrzutu plemnikéw w czasie ejakulacji. Po-
twierdzeniem bogatego unerwienia tych odcinkéw jest ich duza wrazli-
wo$¢ na leki adrenergiczne [31, 113].

Odcinek najadrza, od kanalikéw kretych jadra do Srodkowej czesci
trzonu, jest natomiast u wielu zwierzat mato unerwiony lub w ogdle
nie ma zakonczen nerwowych. Sjéstrand [129] i Norberg [105] badajgc
rozmieszczenie neurondw adrenergicznych w najadrzu stwierdzili, ze
w glowie najadrza neurony te rozmieszczone sg bardzo rzadko, a witokna
nerwowe nie dochodzg do $ciany przewodu, tylko korfczg sie¢ na naczy-
niach krwionosnych. Badania Cosentino i wsp. [34], przeprowadzone na
izolowanej gtowie najadrza szczura, wykazaty, ze w skurczach gtowy na-
jadrza biorg udziat, podobnie jak w ostonce jadra, prostaglandyny. Gdy
PGF2a zwieksza kurczliwosé gtowy najadrza, PGE2 obniza jg. Obecno$é
obu tych prostaglandyn stwierdza sie rowniez w ogonie najadrza i w na-
sieniowodzie. Jednoczesne oznaczenia tych substancji w jadrze, gtowie
najadrza, ogonie i nasieniowodzie umozliwito poréwnanie ich stezen
w poszczegblnych czesSciach uktadu piciowego. Badania takie przeprowa-
dzone przez Cosentino i wsp. [34] wykazaly, ze PG wystepujag w bardzo
niskim stezeniu w jadrze, bardzo wysokim w nasieniowodzie, a stezenie
w najadrzu ma wartosSci posrednie. W regulacji skurczéw $ciany ogona
najadrza biorg réwniez udziat hormony tylnego ptata przysadki moézgo-
wej — wazopresyna i oksytocyna [68, 76, 96]. Wszystkie te czynniki
rozpoczynaja i utrzymujg fale perystaltyczng, ktéra ma zasadnicze zna-
czenie w transporcie plemnikéw przez najadrze.

Zaobserwowano, ze kiedy fala skurczowa przesuwa sie w kierunku
ogona najadrza, w miejscu skurczu zmniejsza sie Srednica kanatu naja-
drza, a plemniki wraz z ptynem najadrza przesuwane sg w kierunku od-
wrotnym. W czasie rozkurczu zawarto$¢ kanatu przeptywa z powrotem,
ale juz w kierunku zgodnym z perystaltyka. Niemale znaczenie w tym
procesie majg zagiecia przewodu najadrza. Stanowig one mechaniczng
zapore, przez co w czasie skurczu wytwarza sie¢ dodatkowe ci$nienie, ktd-
re w czasie rozkurczu wypycha zawarto$¢ tej czesci kanatu w kierunku
zgodnym z falg perystaltyczng [34].
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FAGOCYTOZA PLEMNIKOW

Chociaz srodowisko ogona najadrza i nasieniowodu jest korzystne dla
plemnikdw, nie zachowujg one jednak przez czas nieokreslony swojej
zywotnosci. Po diuzszej przerwie w ejakulacjach plemniki tracg naj-
pierw zdolno$¢ do zaptodnienia, potem ruchliwo$¢ i w konhAcu zostajg
sfagocytowane. Stare plemniki sg eliminowane z uktadu piciowego w re-
gularnych odstepach czasu. Starzenie sie plemnikdw w najgdrzu powo-
duje utrate zdolnosci do zaptodnienia w ciggu 20 dni u krdélika, 26 dni
u $winki morskiej i 20 dni u szczura, podczas gdy ruchliwosé plemnikéw
zachowana jest u tych zwierzat znacznie diuzej, odpowiednio przez 40,
53 i 42 dni (cyt. za [47]).

Fagocytoza plemnikow odbywa sie w wielu miejscach meskiego u-
ktadu pitciowego: w jadrze [72], sieci jadra [61, 72], najadrzu [61, 70, 71,
95, 108] i nasieniowodzie [33, 102]. W najadrzu biorg w niej udziat ko-
morki nabtonkowe przewodu najgdrza i wewnatrznabtonkowe makrofagi
[61, 71, 72, 95], ktére moga w pewnych warunkach opuszcza¢ nabtonek,
wchodzi¢ do Swiatta kanatu i fagocytowac plemniki [61, 71, 72]. Znaczng
aktywnos¢ fagocytarng wykazujg komdrki nabtonkowe ogona najgdrza
[95], a szczegOlnie silng komdrki nabtonka nasieniowodu [102]. W mikro-
skopie elektronowym obserwuje sie w cytoplazmie tych ostatnich orga-
nele komdrkowe plemnikéw i fragmenty witek, lezagce badz luzno w cy-
toplazmie, badz w duzych, otoczonych btong wakuolach widocznych wy-
raznie w mikroskopie Swietlnym. Plemniki ,pobierane” sg przez komor-
ki nabtonkowe w rdézny sposéb. Badania Murakami i wsp. [102] przepro-
wadzone w nabtonku nasieniowodu kota za pomocg mikroskopu elektro-
nowego transmisyjnego i skaningowego wykazaty, ze plemniki pobierane
sq przez komérki najczesciej w pozycji pionowej gtéwka albo witka, rza-
dziej czescig Srodkowa, i ze komorki nabtonkowe tworzg wypustki api-
kalnej cytoplazmy, pokryte plazmolemg. Wypustki te jakby wprowadza-
ja plemniki do wnetrza komorki. Jedna komdérka nabtonkowa moze fa-
gocytowac¢ dwa lub wiecej plemnikéw.

Badania przeprowadzone u myszy z defektem w garniturze chromo-
somalnym jader plemnikéw wykazaty, ze aktywnos$é fagocytarna komo-
rek nabtonkowych i wewngatrzkanatowych makrofagow jest w tym przy-
padku bardzo duza [95]. Ciagle jednak nie jest jasne, jak komoérki na-
btonkowe czy makrofagi odr6zniajg stare lub uszkodzone plemniki od pra-
widtowych. Badania in vitro nie dostarczyty tu spodziewanych rezulta-
tow. Makrofagi otrzewnej myszy fagocytowaty plemniki zaréwno zywe,
jak i martwe, pochodzace od tej samej myszy, jak i myszy innego szcze-
pu, a takze plemniki innego gatunku. Stwierdzono jednak znaczny spa-
dek fagocytozy, kiedy za pomocg hipotonicznego buforu uszkodzono bto-



NAJADRZE SSAKOW, CZ. Il 107

ne komdrkowg plemnikow [104], Prawdopodobnie uszkodzona btona ko-
morkowa plemnika traci struktury, ktore rozpoznawane sg przez komor-
ki fagocytujace.

Wydaje sie, ze aktywno$¢ fagocytarna komaérek nabtonkowych i ma-
krofagoéw nie jest ograniczona tylko do fagocytozy plemnikéw, lecz ma
znacznie szerszy zasieg. Wynika to z badan Murakami i wsp. [103],
ktéorzy po wprowadzeniu lateksu do nasieniowodu kota stwierdzili, ze
fagocytowany jest on rowniez przez komdrki nabtonkowe i makrofagi.
Zatem komdorki te nie sg wybidrczo nastawione na fagocytoze plemni-
kéw, ale moga unieczynnia¢ tez inny obcy material, oczyszczajac w ten
spos6b Swiatto nasieniowodu.

Przedstawione wiadomosci dotyczace morfologii i funkcji najadrza
dowodza, ze wydzielanie w komoérkach nabtonkowych i odpowiednie ste-
zenie hormon6éw androgennych, estrogenéw i progesteronu w tym narzg-
dzie majg podstawowe znaczenie w dojrzewaniu i przezywaniu plemni-
kéw. Te procesy, jak i mozliwo$¢ eliminowania starych i uszkodzonych
komérek rozrodczych w najadrzu, Swiadczag o randze i znaczeniu tego
odcinka uktadu piciowego w procesie meskiej ptodnosci.
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