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FOSFOLIPIDY INOZYTOLOWE, ICH METABOLIZM I ZNACZENIE 
W PROCESIE PRZEKAZYW ANIA INFORMACJI

METABOLISM AND ROLE OF PHOSPHOINOSITIDES IN SIGNAL
TRANSDUCTION

Hanna WIKIEŁ, Joanna STROSZNAJDER

Zakład Neurochemii, Instytut—Centrum Medycyny Doświadczalnej 
i Klinicznej PAN, Warszawa

CTP — cytydynotrifosforan
GTP — guanozynotrifosforan
ATP — adenozynotrifosforan
CDP — cytydynodifosforan
ADP — adenozynodifosforan
CMP — cytydynom onofosforan
cGMP — cykliczny guanozynomonofosforan
cAMP — cykliczny adenozynomonofosforan
EGTA — kwas etylenoglikodiam inotetraoctowy
PGE2 — prostaglandyna E2
PG I2 — prostaglandyna I2
5-HT — 5-hydroksytryptam ina
PA — kwas fosfatydow y
DG — digliceryd
AA — kwas arachidonowy
PIP — 4 fosforan fosfatydyloinozytolu
PIP 2 — 4,5 fosforan fosfatydyloinozytolu
LPI — lizofosfatydyloinozytol
Ins 1,4,5 P3 lub IP3 — 1,4,5 trifosforan inozytolu
Ins 1,3,4 P3 — 1,3,4 trifosforan inozytolu
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2 H. W IK IEŁ, J. ST R O SZ N A JD E R

Ins 1,4 P 2 — 1,4 difosforan inozytolu 
Ins 4 P — 4-fosforan inozytolu 
Ins 1 P — 1-fosforan inozytolu 
I — inozytol
PPi — pirofosforan
Pi — fosforan

I. WSTĘP

Receptory zlokalizowane na powierzchni błony cytoplazm atycznej 
w ychw ytują zew nętrzne inform acje (hormony, czynniki wzrostu, neuro- 
przekaźniki, kw anty świetlne i in.). W iązanie agonistów do białkowych 
receptorów na powierzchni komórki jest procesem dobrze znanym, na
tomiast mechanizm przekazywania inform acji od receptora błonowego 
do w nętrza komórki nie jest w pełni wyjaśniony. Jedna z klas recepto
rów związana jest z działaniem  cyklicznego adenozynomonofosf oranu 
(cAMP), powstającego przy udziale cyklazy adenylanowej. Sprzężenie 
cyklazy adenylanowej z receptorem  jest m. in. regulowane przez białka 
wiążące guanozynotrójfosforan GTP [78].

Istnieją dane doświadczalne [61, 85] sugerujące, że proces m etylacji 
fosfatydyloetnaoloam iny do fosfatydylocholiny odgrywa istotną rolę w 
procesie sprzężenia receptora z cyklazą adenylanową [85], równocześnie 
inne badania [84, 90] przeczą tej hipotezie. Odpowiedź drugiej klasy re
ceptorów związana jest z mobilizacją wapnia wewnątrzkom órkowego. Tu 
istotną rolę w procesie przekazyw ania inform acji do w nętrza komórki 
odgrywa grupa lipidów — fosfolipidy inozytolowe [1, 2, 4, 11, 43 , 36, 
45, 56, 57, 82, 95]. Hydroliza fosfolipidów inozytolowych prowadzi do 
powstania dwóch związków o charakterze przekaźników drugiego rzędu: 
diacyloglicerolu (DG) i inozytolotrifosforanu (IP3) oraz zapoczątkowuje 
kaskadę reakcji powodujących zwiększenie stężenia jonów w apnia w ko
mórce, aktyw ację kinazy białkowej C, uw alnianie kwasu arachidono- 
wego oraz stym ulację cyklazy guanylowej.

Duża liczba prac doświadczalnych dotyczy różnych aspektów m eta
bolizmu fosfolipidów inozytolowych i ich roli w procesie neutro trans- 
misji. Ta praca jest próbą syntezy opisanych danych i hipotez na ten  
tem at w latach 1980-1986.

II. WYSTĘPOWANIE FOSFOLIPIDÓW INOZYTOLOWYCH

W 1930 r. Anderson i Roberts ,[5] wyizolowali po raz pierwszy lipidy 
inozytolowe z pałeczki tuberkulinow ej ptaków. W 1942 r. Folch i Wooley
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[46] stw ierdzili występowanie fosfatydyloinozytolu w mózgu i już w tedy 
zauważono istotne znaczenie fizjologiczne tego lipidu.

Fosfolipidy inozytolowe stanowią około 5%  wszystkich fosfolipidów. 
Wśród nich fosfatydyloinozytol (PI) (ryc. la) stanowi około 90'% fosfo- 
fosfatydyloinozytol (PIP) (ryc. Ib) około 2-3%  i difosfofosfatydyloinozy- 
tol (PIP2) (ryc. lc) około 7-8%. Stosunkowo bogata w fosfolipidy inozy-

Ryc. 1. Struktura fosfolipidów inozytolowych: a — fosfatydyloinozytol PI, b — fos- 
fofosfatydyloinozytol PIP, c — difosfofosfatydyloinozytol PIP2

tolowe jest tkanka nerwowa, m niejsze ilości obserw uje się w innych 
tkankach i m ikroorganizm ach. Znaczne ilości fosfolipidów inozytolowych 
znajdują się w drożdżach, tj. około 40%  wszystkich lipidów [60]. Do
kładna analiza lipidów inozytolowych nie jest łatw a z powodu ich szyb
kiej hydrolizy zachodzącej bezpośrednio po śmierci komórki. Publiko
wane dane różnią się i w znacznej m ierze zależą od m etody przeryw ania 
procesów m etabolicznych w mózgu [93] (tab. 1). W tkance nerwowej 
80%  zawartości fosfatydyloinozytolu stanow i 1-stearylo, 2-arachidony- 
loglicerofosfatydyloinozytol. Pozostałe 20% w ypełniają pochodne innych 
kwasów tłuszczowych [60].

Badania Urny i Ram akrishana z 1983 r. [120] wykazały, że w mózgu 
szczura fosfolipidy inozytolowe, podobnie jak  inne lipidy, w ystępują 
w  dwu formach. Jedna metabolicznie bardzo aktyw na, hydrolizowana
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4 H. W IKIEŁ, J. ST R O SZ N A JD ER

TABELA

Odzysk fosfolipidów inozytolowych z mózgu szczura w zależności od techniki prze
rywania procesów metabolicznych

natychm iast po śmierci kom órki przez specyficzne fosfohydrolazy, i d ru 
ga inertna pula strukturalnych  lipidów hydrolizowana wolniej. Zjawisko 
to było opisywane wcześniej przez H ausera i wsp. [55], A utorzy podają 
różną szybkość degradacji pośm iertnej P IP  i P IP 2 w różnych częściach 
mózgu. Polifosfatydyloinozytole hydrolizowane są bardzo szybko w ko
rze mózgu, wolniej w pniu mózgu i rdzeniu przedłużonym.

Fosfatydyloinozytol w ydaje się równom iernie rozmieszczony w bło
nach komórkowych, natom iast polifosfatydyloinozytole (PIP i P IP 2) zlo
kalizowane są głównie w błonach plazm atycznych [21].

Biosynteza fosfatydyloinozytoli u ssaków m a miejsce przede w szyst
kim w retikulum  endoplazm atycznym  razem  z syntezą innych fosfolipi
dów [|127]. Została również stw ierdzona w  błonach aparatu  Golgiego [56]. 
Prace Agranoffa [3] oraz Paulusa i K enedy’ego ,[99] podają dw uetapow y 
szlak syntezy dla fosfatydyloinozytolu (reakcja (1) i (2)):

(1) kwas fosfatydow y ------* CDP diacyloglicerol,
(  \

CTP PPi

(2) CDP diacyloglicerol +  in o z y to l > fosfatydyloinozytol +  CMP.
Enzym CDP diacyloglicerolo-3-fosfatydylotransferaza EC (2.7.8.11),

k tóry katalizuje reakcję 2 , był wyizolowany i oczyszczony z mózgu szczu
ra  [104] i frakcji m ikrosomalnej w ątroby [114]. Jest on aktyw ow any

III. METABOLIZM FOSFOLIPIDÓW INOZYTOLOWYCH

B IO S Y N T E Z A  F O S F O L IP ID Ó W  IN O Z Y T O L O W Y C H

(1)

Fosfolipidy inozytolowe Fosfor całkowity
Technika (nmol/g tkanki] [[zmol/g tkanki]

PIP2 PIP PI

Metoda zamrażania
w azocie 763±39 315±51 1110± 111 61,5± 1,4

(freeze-blown)
Napromieniowanie

mikrofalami 619±21 264 ±22 1210± 150 62,2±2,5
Zamrażanie w ciek

łym azocie 469 ±22 198 ±  27 1050± 96 61,3 ±  1,7
Mózg nieutrwalony 330±28 224±18 1050± 108 61,9± 1,1
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przez kationy magnezu lub m anganu. Jak  już zauważono wcześniej w 
mózgu i wątrobie, fosfatydyloinozytol zawiera w pozycji 1 glicerolu 
głównie kwas stearynowy, a w pozycji 2 — kwas arachidonowy. Kwas 
fosfatydowy, z którego powstaje PI, ma natom iast inny skład kwasów 
tłuszczowych, Baker i Thompson [8] zaobserwowali, że jest to możliwe 
dzięki procesom deacylacji i reacylacji towarzyszącym  biosyntezie li
pidów.

Synteza polifosfatydyloinozytoli lub inaczej fosforanów fosfatydylo- 
inozytolu odbywa się przez kolejną fosforylację pierścienia inozytolowe- 
go [58] (reakcje (3) i (4)):

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

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

Kinazy katalizujące te reakcje EC (2.7.1.67), EC (2.7.1.68) są enzy
m am i zarówno błonowymi, jak  i w ystępującym i w cytosolu. Ich własnoś
ci katalityczne są zależne od jonów Mg+2; były opisane i badane w róż
nych tkankach, jak mózg, nerka, erytrocyty  i rdzeń nadnercza [29, 52].

Stwierdzono, że w zrastające stężenie difosfofosfatydyloinozytolu P IP 2 
może hamować kinazę PIP. Efekt ham ow ania P IP 2 zanika, gdy dochodzi 
do degradacji tego lipidu [39, 121]. Zjawisko to może mieć znaczenie 
w procesie regulacji zawartości P IP 2 w błonie [2]. Jolles i wsp. [69] 
wykazali, że aktywność kinazy P IP  znajduje się także pod ścisłą kon
tro lą związaną z procesami fosforylacji białek.

K inazy PI to także onkogenne kinazy białkowe, które mogą działać 
również pośrednio, jako kinazy tyrozyny. Enzymy syntetyzujące fosfa
tydyloinozytol w ykazują najw iększą aktywność we frakcji m ikrosomal- 
nej, chociaż lipidy te są składnikam i wszystkich błon. Rozprzestrzenianie 
się fosfatydyloinozytoli do innych błon kom órki odbywa się przy udziale 
specyficznych białek transportu jących fosfolipidy inozytolowe [34].

Katabolizm  fosfolipidów inozytolowych wym aga szerszego omówienia 
ze względu na istotne znaczenie fizjologiczne tego procesu. Hydroliza 
fosfolipidów inozytolowych w tkankach ssaków następuje w wyniku dzia
łania fosfolipazy C (reakcje (5)-(7)):

K A T A B O L IZ M  F O S F O L IP ID Ó W  IN O Z Y T O L O W Y C H

(5)
(6) 
(V

PI DG +  IP,
P IP  -> DG +  IP 2 (1,4), 

P IP 2-> D G  +  IP 3 (1,4,5).
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W wyniku hydrolizy wszystkich trzech fosfoinozytydów pow stają 
proste oraz odpowiednie cykliczne inozytolofosforany [45, 128]. Fosfoli- 
paza C — fosfodiesteraza fosfatydyloinozytolowa EC (3.1.4.10) w ystępuje 
zarówno w cytozolu [2, 66 , 67], jak  i w oczyszczonych błonach plazm a- 
tycznych [2, 28, 83, 109, 119, 122]. Aktywność jej in vitro  jest silnie 
zależna od wielu związków, jak  fosfolipidy, wolne kw asy tłuszczowe, 
pH, lub siły jonowej środowiska [67]. W procesie aktyw acji fosfodieste- 
razy biorą udział białka zależne od GTP [25, 47, 48]. A therton i H aw thor
ne [7] nie zaobserwowali charakterystycznych różnic m iędzy fosfodieste- 
razą degradującą fosfatydyloinozytol a fosfodiesterazą hydrolizującą po- 
lifosfatydyloinozytole, natom iast M ajerus i wsp. [82] uważają, że h y 
drolizę tych związków katalizują różne form y fosfolipazy C. Stw ierdzili, 
że reakcja hydrolizy PI wymaga jonów wapniowych o stężeniu rzędu 
milimoli, natom iast polifosfatydyloinozytole są hydrolizowane naw et w 
obecności EGTA. Badania te zostały potwierdzone ostatnio przez Lape- 
tinę i wsp. [75]. Są jednakże wcześniejsze badania wskazujące, że de
gradacja P IP 2 do IP3 związana jest ze wzrostem wewnątrzkom órkowego 
wapnia, np. w kom órkach obojętnochłonnych i neurofilach [23, 24, 26, 27].

W płytkach krw i Low i wsp. [80] scharakteryzow ali trzy  różne fo r
m y fosfolipazy C różniące się ciężarem cząsteczkowym. Oczyszczone en
zym y powodują hydrolizę wszystkich fosfoinozytydów w obecności jo 
nów wapnia. W norm alnych w arunkach fosfatydyloinozytol nie jest do
stępny dla fosfolipazy C [111]. Zabezpieczająco w pływ ają tu  jony K+, 
Mg+ 2 (dodatnie jony nie wiążące fosforu), białka obdarzone dodatnim  
ładunkiem, a także fosfolipidy zawierające cholinę. Kwas fosfatydow y 
i inne kwaśne lipidy są silnymi aktyw atoram i fosfolipazy C. Je s t możli
we, że pobudzenie receptora powoduje w konsekwencji taką reorganiza
cję błony, która pozwala na reakcję fosfolipazy C z substratem .

W wyniku om awianych reakcji degradacji fosfolipidów inozytolo- 
wych poza inozytolofosforanami powstaje digliceryd, przy czym DG 
pochodzącego z degradacji PI jest około 10-krotnie więcej niż pow sta
łego podczas degradacji P IP 2 [82]. Fosfatydyloinozytol może być również 
degradow any przy udziale fosfolipazy A2 do lizofosfatydyloinozytolu 
(LPI) i kwasu arachidonowego (AA) (reakcja 8):

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

Specyficzność fosfolipazy A2 względem fosfatydyloinozytolu jest p ro
blem atyczna. Fosfolipazę A2, specyficznie degradującą fosfolipidy ino- 
zytolowe, w ykryto w mózgu [8 , 63] oraz w płytkach krw i i kom órkach 
obojętnochłonnych [42, 43]. Enzym ten, wyizolowany z frakcji m ikro-
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somalnej mózgu szczura, wykazywał najw iększą aktywność w stosunku 
do fosfatydyloinozytolu chociaż hydrolizował również inne fosfolipidy 
[49]. Liczne komórki, np. płytki krw i i komórki obojętnochłonne, zawie
rają zależny i niezależny od wapnia mechanizm degradacji fosfoinozy- 
tydów przy udziale fosfolipazy A2 [42, 43]. Kwas arachidonowy uw alnia
ny z tej reakcji może być w ykorzystyw any do syntezy prostaglandyn, 
prostacyklin oraz innych eikosznoidów.

Sugeruje się możliwość stopniowej degradacji fosfatydyloinozytolu 
poprzez działanie fosfolipazy Ax [49] z utw orzeniem  kwasu stearynow e
go (SA) i lizofosfatydyloinozytolu, k tóry  następnie w w yniku reakcji 
lizofosfolipazy dostarcza glicerofosfoinozytolu (GPI) i kwasu ąrachido- 
nowego.

Katabolizm  polifosfatydyloinozytoli opisują reakcje (10) i (11):

(10) P IP 2 PIP  +  Pi,
(11) P I P - > P I  +  Pi.

Kolejne odłączanie grup fosforanowych Pi katalizują specyficzne mo- 
nofosfoesterazy. Aktywność monofosfoesteraz była stw ierdzona w nerce 
[30, 77] oraz w mózgu [67].

Na uwagę zasługuje dalsza hydroliza rozpuszczalnych w wodzie m e
tabolitów  fosfolipidów inozytolowych, tj. inozytolofosforanów (reakcje
(12)-(14)):
(12) IP3 (1,4,5)- > IP 2 (1,4) +  P h

(13) IP , (1.4)—

(H ) ]p  $ ) - + !  +  P.-

Trifosfataza IP 3 (1,4,5) (reakcja (12)) hydrolizuje wiązanie 5-fosfora- 
nowe, w w yniku czego powstaje inozytolodifosforan IP 2 (1,4).

Badania K ukita i wsp. [73] przeprowadzone na m akrofagach w yka
zały aktyw ność inozytolotrifosfatazy we frakcji błonowej i w cytosolu. 
Aktywność enzymu cytosolowego wym aga jonów Mg+2 do pełnej ak
tywności i jest obniżona przez jony wapnia w stężeniu 10~7-10-&M w 
obecności 1 mM MgCl2. Rolę jonów magnezu w aktywności trifosfatazy 
stw ierdzili Downes i wsp. [38]. Inozytolodifosforan IP 2 (1,4) następnie 
hydrolizowany jest w reakcji bisfosfatazy inozytolowej do fosfoinozytolu 
(inozytolofosforanu) (reakcja 13)) [15].

W ekstrakcie tkanki mózgowej poza inozytolo-l-fosforanem  w ystępu
je pewna ilość inozytolo-4-fosforanu, co może być spowodowane niezu
pełną specyficznością bisfosfatazy inozytolowej lub występowaniem  od
rębnego enzymu, hydrolizującego wiązanie 1-fosforanowe. Oba izomery
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inozytolofosforanu są następnie degradowane do inozytolu w w yniku  
działania inozytolo-l-fosfatazy (reakcja (14)). Aktywność inozytolo-l-fo- 
sfatazy jest ham ow ana specyficznie przez jony Li+ [50], co zostało w y
korzystane przez wielu badaczy do analizy cyklu inozytolowego [86]. 
Ostatnie badania M ayra i Koppitza [86] wskazują na udział inozytolo- 
fosforanów w regulacji aktywności enzymów glikolitycznych oraz enzy
mów cyklu pentozowego. Badacze ci zaobserwowali, że enzym y biorące 
udział w metabolizmie ufosforylow anych heksoz podlegają regulacji przez 
Ins (1,4,5) P 3 i Ins (1,4) P2 w stężeniach m ikrom olarnych. Fosfofrukto- 
kinaza z mięśni jest silnie pobudzana przez Ins(l,4)P2. M ięśniowa i w ą
trobow a aldolaza jest kom petycyjnie inhibow ana przez Ins(l,4,5)P3 
i Ins(l,4)P2. W ątrobowa dehydrogenaza 6-fosfoglukonianu jest rów nież 
kom petycyjnie inhibow ana przez Ins(l,4)P2. Pozostałe izom ery oraz fo
sforany inozytolu w ykazują znacznie słabszy efekt.

Lit wzmacnia 5-20-krotnie stym ulowane przez agonistów nagrom a
dzanie fosfoinozytolu w skraw kach kory mózgu, gruczołach ślinianki 
i przytarczycznych [11]. Czas utrzym yw ania się podwyższonego poziomu 
inozytolofosforanów w aha się od 60 s do 30 m in w różnych tkankach. 
Różne szybkości powrotu do stanu spoczynkowego po zadziałaniu bodźca 
mogą być spowodowane niejednakow ą aktywnością specyficznych fosfa
taz inozytolofosforanowych, co może mieć istotne znaczenie fizjologiczne.

W gruczołach ślinianki owadów fosfataza IP 3 jest bardziej aktyw na 
od fosfatazy IP2, co w efekcie daje nagrom adzenie IP 2 w tych tkankach 
podczas stym ulacji 5-hydroksytryptam iną [15]. Proces izom eryzacji fo- 
sfoinozytoli może powodować również zaham owanie reakcji ich degra
dacji.

W gruczołach przytarczycznych szczura tylko nieznaczna część na
gromadzającego się podczas stym ulacji karbacholem  IP3 jes t izomerem 
1,4,5, pozostała ilość to izomer 1,3,4, k tóry  nie jest w rażliw y na dzia
łanie fosfatazy LP (1,4,5). Pow staje on z inozytolu 1,3,4,5-tetrafosfo- 
ranowego w reakcji defosforylacji w pozycji 5 [68]. Znaczenie, funkcja 
i katabolizm  1,3,4-izomeru IP 3 pozostają do tej pory nie w yjaśnione 
[2, 91].

IV. CHARAKTERYSTYKA RECEPTORÓW ZWIĄZANYCH Z HYDROLIZĄ 
FOSFOLIPIDÓW INOZYTOLOWYCH

M echanizm przekazyw ania inform acji, związany z m obilizacją jonów 
wapnia i metabolizmem fosfolipidów inozytolowych, nie jest do chwili 
obecnej w pełni w yjaśniony. Pobudzenie m etabolizm u lipidów inozyto
lowych w odpowiedzi na działanie acetylocholiny było po raz pierwszy 
zaobserwowane przez Hokin i Hokin w 1953 r. [62]. W toku następnych
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badań stało się jasne, że stym ulow anie m etabolizmu fosfoinozytydów 
w ystępuje w  odpowiedzi na wiele zew nętrznych sygnałów [13, 37, 87], 
Durel i wsp. [41] sugerowali, że ten  stym ulow any metabolizm fosfolipi
dów inozytolowych może brać udział w funkcji receptorów. Michell [87] 
zaproponował hipotezę, według której degradacja inozytydów jest następ
stw em  napływ u zewnątrzkomórkowego wapnia do komórki. Hipoteza ta  
nie była jednak  w pełni zaakceptowana. Obecnie uważa się, że pobu
dzenie receptorów  związane jest z degradacją fosfolipidów inozytolowych, 
a wzrost stężenia jonów Ca+ 2 w komórce następuje w w yniku uwolnie
nia ich z pozam itochondrialnych magazynów komórki (rys. 2). S tw ier-

Ryc. 2. Degradacja fosfolipidów inozytolowych w wyniku pobudzenia receptora

dzono, że inform atorem  m iędzy receptorem  w błonie cytoplazm atycznej 
a w ew nętrznym i m agazynami Ca+ 2 jest trifosfoinozytol IP 3 (1,4,5) [16].

Do agonistów pobudzających m etabolizm  fosfolipidów inozytolowych 
należą: acetylocholina [19, 100, 125], noradrenalina [102, 118], histam ina 
[70], 5-hydroksytryptam ina [12], asparagina, glutam ina [92], wazopresy- 
na [31, 117], sugstancja P  [51], angiotensina [18] oraz wiele różnych 
czynników wzrostu. W tych przypadkach, gdy prowadzono badania fa r
makologiczne, udało się ustalić, że zmiany w m etabolizmie fosfolipidów 
inozytolowych związane są z receptoram i: m uskarynow ym  układu cho- 
linergicznego, «x-adrenoreceptorem, Hx-receptorem histam inergicznym ,
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v^w azopresynergicznym , glutam inergicznym  i innymi. C harakterystycz
ną cechą tych receptorów jest wielofunkcyjność. Pobudzenie ich powo
duje degradację fosfolipidów inozytolowych, mobilizację wapnia, ak ty 
w ację kinazy białkowej C, uw alnianie kwasu arachidonowego i ak tyw a
cję cyklazy guanylowej [111].

V. FUNKCJA TRIFOSFOINOZYTOLI I DIGLICERYDÓW JAKO 
PRZEKAŹNIKÓW INFORMACJI DRUGIEGO RZĘDU

Degradacja fosfolipidów inozytolowych doprowadza, w w yniku dzia
łania fosfodiesteraz, do powstania dwóch związków o charakterze prze
kaźników drugiego rzędu, tj. inozytolotrifosforanu IP 3 (1,4,5) i digli- 
cerydu. Inozytolotrifosforan IP 3 (1,4,5) uw alniany w czasie hydrolizy 
trifosfatydyloinozytolu może być odpowiedzialny za regulację w ew nątrz
komórkowego stężenia jonów wapniowych. Do chwili obecnej nie jest 
jednak  znany mechanizm tego procesu. Jest możliwe, że IP3 działa na 
w ew nątrzkom órkowe receptory i powoduje uw alnianie wapnia z endo- 
plazmatycznego retikulum . Związek ten  może hamować w ychw yt w ap
nia, co również wpływa na rozmieszczenie tego jonu w komórce. Trifo- 
sfoinozytol-1,4,5 jest prawdopodobnie odpowiedzialny za kontrolę w e
wnątrzkom órkowego system u buforującego wapń w w arunkach spoczyn
kowych. Stały spoczynkowy poziom wapnia może być utrzym yw any 
poprzez regulację poziomu IP 3 w cytoplazmie. Wykazano, że w ew nątrz
kom órkowa iniekcja IP 3 powoduje podobny efekt, jak  stym ulacja re 
ceptora m uskarynowego [98] lub jak  pobudzenie fotoreceptorów [20, 44]. 
Iniekcja IP3 powoduje odwracalną hiperpolaryzację błon [123].

Uwalnianie wew nątrzkom órkowego wapnia jest gwałtowne i zacho
dzi, gdy stężenie IP3 jest rzędu mikromoli. Opierając się na danych o iloś
ci hydrolizowanego P IP 2, obliczono, że poziom IP 3 mógłby osiągnąć stę
żenie 15 gM w ciągu 2 min. Tak wysokie stężenie IP 3 jednak nigdy nie 
w ystępuje w w arunkach in vivo i waha się od 0,1 do 0,5 gM. To zjawisko 
może być spowodowane wysoką aktywnością inozytolotrifosfatazy, której 
ti/2 np. w hepatocytach wynosi 4 s [108].

Istnieją również komórki, jak  np. ziarniste nadnercza, w których 
pobudzenie receptora powoduje wzrost poziomu IP 3, bez wpływ u na 
stężenie wapnia w komórce [59].

Diacyloglicerol jest drugim  ważnym  pośrednim  produktem  degradacji 
fosfoinozytydów. Gwałtowne i zwykle przejściowe nagrom adzenie di- 
glicerydów, związane bezpośrednio z pobudzeniem hydrolizy fosfoino
zytydów, obserwowano w płytkach krw i [54, 101, 105], w trzustce [33], 
w przysadce mózgowej [84], w kom órkach w^ątroby [116] oraz w kom ór
kach tucznych [65]. O pierając się na analizie składu kwasów tłuszczo
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w ych w diglicerydach, sugerowano, że diacyloglicerol pochodzi głównie 
z fosfoinozytydów. N iektóre badania wskazują, że tylko część nowo po
wstającego DG pochodzi z degradacji om awianych fosfatydyloinozytoli, 
reszta zaś z rozpadu innych lipidów [9, 64]. Zainteresowanie właściwoś
ciami diacyloglicerolu rozwinęło się w ciągu ostatnich lat. Wywołało je 
odkrycie kinazy białkowej C, zależnej od fosfolipidów, a pobudzonej 
przez DG [6, 89]. Początkowo uważano, że tylko diglicerydy zawierające 
nienasycony kwas tłuszczowy mogą aktywować kinazę białkową C [71]. 
Obecnie wiadomo, że niezależnie od rodzaju podstawników, digliceryd 
aktyw uje kinazę białkową C [76], jeśli jest tylko izomerem snDG [22, 
103]. Kinaza białkowa C w obecności diglicerydu zmienia swoje powino
wactwo dla jonów w apnia ze stężeń milimolowych do m ikromolowych 
[71, 112]. Diglicerydy powodują zmiany w błonie, które mogą um ożli
wiać translokację kinazy białkowej C z cytosolu do błon.

Diacylogliceryd jest równocześnie substratem  dla diglicerydowej li
pazy [10, 101]. W w yniku hydrolizy diglicerydu przy udziale diglice
rydowej lipazy następuje uwolnienie kwasu arachidonowego, k tóry bar
dzo szybko m etabolizowany jest przez cyklooksygenazę i lipooksydazy 
do prostaglandyn trom boksanów i leukotrienów  lub ulega całkowitej 
peroksydacji. M etabolity kwasu arachidonowego m ają istotne znaczenie 
dla komórki w procesie przekazyw ania inform acji. Stwierdzono, że w 
płytkach krw i trom boksan A2 może aktyw ować fosfolipazę A2, co po
woduje dalsze uw alnianie kwasu arachidonowego i jego przem iany. 
U w alnianie kwasu arachidonowego, związane z inicjacją procesu re 
ceptorowego, mobilizującego wapń, różni się od uw alniania kwasu a ra 
chidonowego z innych fosfolipidów, takich jak : fosfatydylocholina, fo- 
sfatydyloetanoloam ina oraz fosfatydyloinozytol w w yniku działania mało 
specyficznej fosfolipazy A2. Ten ostatni szlak wymaga prawdopodobnie 
wyższych stężeń jonów w apnia [17] i może zachodzić w kom órkach pod
danych m aksym alnej stym ulacji. Snider i wsp. [107] sugerują, że zwią
zane z receptorem  uw alnianie kwasu arachidonowego z fosfolipidów 
inozytolowych może przebiegać bez zmian w poziomie w ew nątrzkom ór
kowego wapnia. Uw alniany kwas arachidonow y w ykorzystyw any jest 
zaledwie w niew ielkim  procencie do syntezy eikozanoidów. Praw do
podobnie związane jest to z różną kom partm entacją enzymów odpowie
dzialnych za uw alnianie kwasu arachidonowego i enzymów biorących 
udział w jego m etabolizmie.

N adtlenki powstające z kw asu arachidonowego aktyw ują cyklazę 
guanylową, co powoduje wzrost stężenia cGMP i dalsze uaktyw nienie 
cyklu fosfolipidów inozytolowych. N iektóre zaś prostaglandyny, jak 
PGE2 i PG I2, powodują zwiększanie poziomu cyklicznego AMP, co pro
wadzi do hamowania obrotu fosfolipidów inozytolowych [14].
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VI. KINAZA BIAŁKOWA C

Kinaza białkowa C, odkryta w 1977 r., była badana szczegółowo przez 
japońskiego uczonego Yoshidę Nishizukę. W ystępowanie tego enzymu 
stwierdzono praw ie we wszystkich tkankach ssaków i w innych eukario
tycznych organizmach [72, 74, 79, 89, 94, 97, 113, 115, 129, 130]. W p ły t
kach krwi, mózgu i niektórych m ięśniach gładkich aktyw ność kinazy 
białkowej C jest kilkakrotnie wyższa od kinazy białkowej A, zależnej 
od cAMP. Istnienie kinazy białkowej C stwierdzono w cytosolu i f rak 
cjach błonowych. W mózgu około 30% aktywności kinazy białkowej C 
związane jest z frakcją zakończeń synaptycznych [36, 74]. K inaza ta  
zarówno związana z błoną, jak  i cytosolowa w ykazuje podobne właści
wości kinetyczne i katalityczne [36]. Dla aktyw acji kinazy białkowej C 
niezbędne są: 1,2-digliceryd, jony wapnia Ca2+ i fosfolipid błonowy. 
Podczas degradacji fosfolipidów inozytolowych pow stający 1,2-diglice
ryd umożliwia połączenie się hydrofobowej domeny kinazy białkowej C 
z błoną. Prawdopodobnie kinaza tworzy czteroczłonowy aktyw ny kom
pleks z fosfatydyloseryną, jonam i wapnia oraz diglicerydem  [6 , 96] i w 
tej formie katalizuje fosforylację reszt serynow ych i treoninow ych spe
cyficznych białek. Kancerogenne estry forbolu, których cząsteczki zbli
żone są układem  przestrzennym  do cząsteczki diglicerydu, oraz synte
tyczne diglicerydy aktyw ują również kinazę białkową C [6 , 95].

VII. UDZIAŁ FOSFOINOZYTYDÓW W PROLIFERACJI KOMOREK

Dringer i wsp. [40] w 1977 r. wskazali na udział fosfoinozytydów 
w procesie wzrostu komórek. Obecnie uważa się, że degradacja P IP 2 jest 
jednym  z wcześniejszych zjawisk towarzyszących tem u procesowi [53]. 
Dane potw ierdzające znaczenie fosfolipidów inozytolowych w proliferacji 
pochodzą z badań nad rolą jonów wapnia, estrów  forbolu i onkogenów 
w tym  procesie. Udział jonów wapniowych w inicjacji proliferacji komó
rek stwierdzono na podstawie przejściowego w zrostu stężenia tych jo
nów podczas cyklu komórkowego [13, 88].

W niektórych fazach cyklu komórkowego wzrostowi jonów wapnia 
towarzyszy pobudzenie m etabolizm u fosfolipidów inozytolowych ,[126]. 
Mimo usunięcia jonów Ca+ 2 ze środowiska zewnętrznego, stężenie Ca+ 2 
nie ulega zmniejszeniu, co wskazuje na uw alnianie w apnia przez IP3 
z w ew nątrzkom órkowych magazynów.

Badania wpływu estrów forbolu na metabolizm komórki dostarczyły 
kolejnych dowodów w skazujących na udział fosfolipidów inozytolowych 
w proliferacji. Zarówno estry  forbolu, jak  i diglicerydy, oprócz aktyw acji
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kinazy białkowej C, w pływ ają na w ym ianę jonów protonow ych i sodo
wych, doprowadzając do wzrostu wewnątrzkom órkowego pH [32, 106]. 
Obniżenie stężenia jonów H+ w komórce towarzyszy procesom różnico
wania.

Inny kierunek badań, dotyczący roli onkogenów w proliferacji komó
rek, w skazuje na udział w tym  procesie fosfolipidów inozytolowych. 
N iektóre onkogeny (ros, src) kodują białko m ające właściwości kinazy 
tyrozyny, kinazy fosfatydyloinozytolu i difosfofosfatydyloinozytolu [81, 
110]. Zaobserwowano również, że gen v-sis koduje białko zbliżone w łaś
ciwościami do płytkowego czynnika w zrostu (PDGF). Białko to ak ty
w uje metabolizm  fosfolipidów inozytolowych [35, 124].

VIII. UWAGI KOŃCOWE

Mimo dużej liczby prac opublikowanych oraz intensyw nie prowadzo
nych badań nad m etabolizmem  fosfolipidów inozytolowych i nad ich 
rolą w procesie przekazyw ania inform acji, wiele pytań  pozostaje bez 
odpowiedzi. Do chwili obecnej nie wiadomo, jak  odbywa się aktyw acja 
fosfodiesteraz degradujących polifosfatydyloinozytole zlokalizowane w 
w ew nętrznej w arstw ie błony. Jakiego typu  zmiany w błonie w pływ ają na 
dostępność substratów ? Jaka jest funkcja i pochodzenie m etabolitów 
takich jak  1,3,4 IP 3 i 1,3,4,5 IP4? Ciągle nie jest jasne, czy w e wszyst
kich tkankach, w jak i sposób i w jakiej ilości 1,4 ,5-trifosfoinozytol 
spełnia rolę przekaźnika drugiego rzędu. Nie w yjaśnionym  w pełni za
gadnieniem  pozostaje udział GTP i cGMP w tym  procesie. Dalszych 
badań wym aga dokładne poznanie znaczenia fosfolipidów inozytolowych 
w procesie nowotworzenia.
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METABOLIZM CERULOPLAZMINY I JE J 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 Zwierząt PAN, Zakład Immunogenetyki

Streszczenie. Ceruloplazmina (Cp) jest powszechnie występującym u kręgowców  
białkiem surowiczym zaangażowanym w metabolizm jonów miedzi (Cu). Ferrooksy- 
daza jako enzym uczestniczy również w metabolizmie jonów żelaza (Fe). W ostat
nim czasie zwrócono uwagę na możliwość zaangażowania metaloprotein w  etiologii 
i terapii chorób infekcyjnych oraz neoplastycznych. W pracy przedstawiono naj
nowsze dane dotyczące genetycznej kontroli syntezy Cp i jej polimorfizmu genetycz
nego oraz ontogenetycznych aspektów poziomu Cp w organizmie. Szczególną uwagę 
zwrócono na rolę Cp jako centralnego molekularnego ogniwa metabolizmu jonów 
Cu i Fe oraz jej znaczenie dla zrozumienia mechanizmów zaangażowania 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 w ell 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.

Ceruloplazm ina (Cp) jest powszechnie w ystępującym  u kręgowców 
białkiem  surowiczym. Jej główną funkcją jest zaangażowanie w m eta
bolizm jonów Cu i Fe. Chociaż poznano dotychczas wiele właściwości fi
zykochemicznych i biochemicznych Cp, to jednak jej włączenie w m eta
bolizm organizmów żywych oraz właściwe funkcje biologiczne pozostają 
nadal przedm iotem  wielu różnorodnych badań. P rzyjm uje się, że Cp
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pojawiła się w organizmach zwierzęcych na etapie ewolucyjnego przy
stosowania do tlenowych w arunków  życia, jako drugi, obok żelaza, ele
m ent niezbędny w procesie oddychania komórkowego. Zakłada się, że 
presja ewolucyjna na powstanie kompleksów białko—miedź oraz białko— 
żelazo podyktow ana była m.in. wysoką toksycznością wolnych jonów 
tych metali, a także stosunkowo słabą ich rozpuszczalnością w płynach 
biologicznych.

WŁAŚCIWOŚCI FIZYKOCHEMICZNE CERULOPLAZMINY

Pierwsza wzm ianka o Cp, zwanej w momencie jej odkrycia niebie
skim białkiem, pochodzi z 1944 r., kiedy to zwrócono uwagę na jej szcze
gólne właściwości oksydacyjne [14]. Ceruloplazm ina (Cp; syn.: ferro- 
oksydaza I; Fe+ 2 oksydoreduktaza tlenu, EC 1.16.3.1.) jest a2-glikopro- 
teiną wiążącą od 90 do 95°/o jonów miedzi (Cu) znajdujących się w osoczu 
krw i [37]. Cząsteczka Cp pozbawiona jonów Cu określana jest jako apo- 
ceruloplazmina. Dane dotyczące m asy cząsteczkowej Cp są rozbieżne, co 
może mieć związek ze specyfiką gatunkow ą białka, a równocześnie mo
że być uzależnione od różnej m etodyki izolacji i oczyszczania. Masa czą
steczkowa Cp jest u różnych gatunków zw ierząt zbliżona [44]. Była ona 
przedmiotem wielu badań. W Polsce zagadnieniem tym  zajmował się 
Zgirski [44]. U człowieka wynosi ona ok. 132 000 daltonów [37, 44], u świ
ni 130 000 daltonów [44], u bydła 128 000 daltonów [44], a u szczura 
128 000 daltonów [29]. Od wielu lat kontrow ersję budzi spraw a podjed- 
nostkowej budowy cząsteczki Cp. W 1963 r. zasugerowano istnienie 
8 pod jednostek połączonych wiązaniam i 2-siarczkowymi, z których 
każda zawierałaby 1 atom  miedzi ,[24]. Obecnie przyjm uje się, że czą
steczka Cp ma 1-łańcuchową budowę i jest to cechą ogólną dla różnych 
gatunków ssaków [44]. Uważa się, że otrzym yw ane dotychczas podjed- 
nostki były w rzeczywistości fragm entam i proteolitycznej degradacji czą
steczki, powstałym i w trakcie przechowyw ania próbek krw i lub podczas 
procedury izolowania.

W pojedynczym  łańcuchu ludzkiej Cp wyróżnić można 3 domeny 
o masach 67 000, 50 000 i 19 000 daltonów [12, 37]. Łańcuch ludzkiej 
Cp składa się z 1046 aminokwasów o ustalonej sekwencji [37]. Cząstecz
ka Cp przyłącza od 6 do 8 atomów Cu [14]. W edług V anngarda (literatura 
w [14]) wyróżnić można 3 rodzaje jonów miedzi w cząsteczce Cp:

typ 1 — Cu+ 2 param agnetyczny o m aksim um  absorpcji przy 610 nm, 
nadający niebieski kolor białku;

typ 2 — Cu+ 2 również param agnetyczny, lecz bezbarwny; 
typ 3 — Cu+ 2 nieparam agnetyczny, w ykazujący absorpcję przy 

330 nm.
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Ewolucja genu strukturalnego Cp jest przedm iotem  wielu hipotez 
(rye. 1). Porów nując sekwencje aminokwasów fragm entów  łańcucha czą
steczki Cp (50 000 i 19 000 daltonów), wykazano statystycznie ich ścisłą

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

homologię 43%  identyczności sekwencji) [12]. Dlatego zakłada się, że 
p ierw otny gen Cp utw orzony został przez fuzję fragm entu kodującego 
190 aminokwasów z fragm entem  kodującym  160 aminokwasów, odpo
wiedzialnym  za powinowactwo cząsteczki Cp do jonów miedzi, tzw. 
fragm ent „A zurin” [12]. Pow stały gen prekursorow y, kodujący ok. 350 
aminokwasów, uległ następnie potrojeniu, co nadało mu aktualną form ę
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genu strukturalnego kodującego około 1050 aminokwasów [37, 40]. P rzy j
m uje się, że ewolucyjne ukształtow anie genu strukturalnego Cp nastą
piło na etapie wykształcania przez kręgowce system u naczyniowego oraz 
układu moczopłciowego dla zwielokrotnienia m asy cząsteczkowej białka 
do co najm niej 60 000 daltonów i zabezpieczenia go w ten  sposób przed 
wydaleniem  poprzez nerki.

Synteza Cp zachodzi w parenchym alnych kom órkach wątroby, na ry 
bosomach siateczki śródplazm atycznej [7], (ryc. 2). Według Cousinsa 
każda z cząsteczek mRNA ulega translacji jednocześnie na 16-18 rybo
somach. Cząsteczka Cp syntetyzow ana jest jako prekursor o masie czą
steczkowej ok. 80 000 daltonów. Przybiera on ostateczną form ę Cp o m a
sie 132 000 daltonów [7]. Nieznane są jednak m olekularne szczegóły tego 
procesu. Wiele czynników m oduluje aktyw ację genu Cp, wpływ ając na 
intensywność syntezy białka (ryc. 2). Udowodniono m. in. wprzęgnięcie 
w ten proces glukokortykoidów, cyklicznego AMP (cAMP) i jonów m ie
dzi. Również wydzielanie Cp jako pojedynczego łańcucha, zawierającego 
łańcuchy cukrowcowe, uw arunkow ane jest wpływem  glukokortykoidów, 
a także w m niejszym  stopniu hormonów estrogennych i testosteronu. 
Analizując m echanizm y obserwowanej indukcji horm onalnej należy 
zwrócić uwagę na oczywistą zbieżność tych procesów z opisanym  ostat
nio u ludzi indukowaniem  transkrypcji genu m etalotioneiny przez glu- 
kokortykoidy i kadm  (literatura w {35]). W przypadku genu s truk tu ry  
m etalotioneiny (białko wiążące m etale ciężkie w kom órkach różnych or
ganizmów eukariotycznych) zdołano fizycznie i funkcjonalnie oddzielić 
sekwencje DNA, w arunkujące działanie glukokortykoidów i kadm u od 
sekwencji w arunkujących inicjację transkrypcji. Opierając się na tech
nikach inżynierii genetycznej udowodniono, że sekwencje te przyłączone 
w odległości przynajm niej 600 nukleotydów od heterologicznego prom o
tora genu ,,tk”, niewrażliwego na działanie glukokortykoidów i kadmu, 
powodowały uw rażliw ienie tego genu na działanie in vivo obu tych 
czynników. W om awianych badaniach po raz pierwszy wykazano ekspe
rym entalnie, że w dystalnych regionach prom otora genu kom órek euka- 
riotów istnieją sekwencje DNA wiążące in  vitro receptor glukokortyko
idów, których delecja znosi działanie in vivo glukokortykoidów na efek
tywność inicjacji transkrypcji, bez w pływu na prawidłowość tej inicjacji 
i podstawowy poziom transkrypcji oraz indukcję tej transkrypcji przez 
inne czynniki.

Brak jest dotychczas bezpośrednich m olekularnych dowodów aktyw a
cji genu Cp. W ydaje się jednak, że przykład genu m etalotioneiny jest 
dobrym  modelem struk turalnym  i funkcjonalnym , w yjaśniającym  indu
kowanie genu m etaloprotein u eukariotów.
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GENETYCZNY POLIMORFIZM CERULOPLAZMINY

Dziedziczną zmienność cech jakościowych, w ystępującą w postaci nie
ciągłych różnic między fenotypam i, określa się m ianem  genetycznego 
polimorfizmu. Genetyczne w arian ty  białek identyfikow ane są zwykle 
m etodam i elektroforetycznym i, a uwidoczniają się rozm aitym i sposobami, 
np. poprzez barw ienie histochemiczne, m etodami enzymatycznymi, im 
munologicznymi itd.

Polim orficzną zmienność Cp w surowicy krw i wykazano zarówno 
u ludzi, jak  i u wielu gatunków  zwierząt udomowionych (tab. 1). Prze-

TABELA

Genetyczny polimorfizm ceruloplazminy u człowieka 
i u różnych gatunków zwierząt udomowionych

Locus
Cp

Liczba wariantów 
elektroforetycz- 

nych 
(alleli)

Liczba możli
wych fenotypów 

genotypów)

Człowiek 3 6
Bydło 3 6
Świnie 2 3
Konie 2 3
Psy 2 3
Zwierzęta

futerkowe 3 6
(norki)

Owce monomorfizm
Ptaki domowe monomorfizm

(kaczki)

jaw ia się ona występowaniem  od 2 do 3 alleli kontrolow anych z jednego 
autosomalnego locus Cp. Na losowej próbce populacji zróżnicowanie to 
w ystępuje w postaci odpowiednio od 3 do 6 fenotypów elektroforetycz- 
nych powstających z losowej kom binacji (segregacji) alleli Cp. Allele te 
nie pozostają względem siebie w jakim kolwiek związku dominowania 
lub recesywności. Są to tzw. allele kodominujące, stąd u danego osob
nika fenotyp elektroforetyczny odzwierciedla w iernie genotyp, tj. skład 
alleli w locus Cp obydwu chromosomów homologicznych.

Przyjm uje się, że powodem w ystępowania genetycznego polimorfizmu 
białek są m utacje punktow e typu tranzycji czy trans wersji, polegające 
na zamianie jednej pary  zasad DNA genu. W konsekwencji, w procesie 
translacji następuje podstawienie jednego aminokwasu w syntetyzowanym
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łańcuchu, co — jak się przyjm uje — jest w ystarczające do takiej zm ia
ny fizykochemicznych właściwości białka (jego ładunku), iż ujaw nić to 
można jako zmienione tempo m igracji elektroforetycznej.

Jedyne, jak  dotąd, inform acje odnoszące się do m olekularnych pod
staw  genetycznego polim orfizm u Cp dotyczą ludzi. Uzyskano je dzięki 
kom pletnem u zsekwencjonowaniu w 1984 r. łańcucha Cp [37]. W łańcuchu 
ludzkiej Cp stwierdzono w ystępowanie dwóch m iejsc podstaw ienia am i
nokwasów. W ystępują one w domenach Ai i Ai i dotyczą pozycji 79 
i 449, gdzie następować może zam iana lizyny na glicynę, co w konsek
wencji może powodować zmianę ładunku cząsteczki. Stosunek liczbowy 
glicyny do lizyny dla obydwu wspom nianych m iejsc podstaw ień szaco
w any jest na 20/80. Biorąc za podstawę ruchliwość elektroforetyczną 
w ariantów  ludzkiej Cp, z których CpB charakteryzuje się najwyższym  
ładunkiem  i rozprzestrzenieniem  w populacji, cytowani autorzy postu
lują, by obecność lizyny wiązać z w ariantem  CpB.

W ydaje się, że omawiane cechy pierwszorzędowej s truk tu ry  Cp do
brze korespondują z obserwowanym  w populacji ludzi występowaniem  
3 alleli tego białka. Na podstawie uzyskanych wyników do przyjęcia 
byłoby założenie, że allelem typu dzikiego w locus Cp u ludzi jes t allel 
CpB, k tóry  charakteryzow ałby się obecnością lizyny w obydwu wyod
rębnionych miejscach podstaw ień aminokwasów. Allele CpA i CpC by
łyby j eS° m utantam i, z których pierwszy pow stałby w wyniku zam iany 
lizyny na glicynę w jednym  z m iejsc możliwego podstawienia, drugi zaś, 
spotykany niezwykle rzadko, charakteryzow ałby się zastąpieniem  lizyny 
przez glicynę w obydwu m iejscach podstawienia.

Ew olucyjny sens występowania a lternatyw nych form genów, co w 
konsekwencji uwidacznia się w ystępowaniem  różnych wydań ,,tego sa
mego białka”, jest przedm iotem  wielu hipotez. W szczególności odnosi 
się to do postulowanej wyższości selekcyjnej lub neutralności przystoso
wawczej poszczególnych kom ponentów polimorfizmu, co wynikać m iałoby 
ze zmiennej sprawności metabolicznej poszczególnych w ariantów  gene
tycznych białka. W odniesieniu do Cp brane są przede wszystkim  pod 
uwagę potencjalne różnice w aktywności oksydacyjnej w ariantów  gene
tycznych.

W Polsce w przeprowadzonych do tej pory na dużą skalę badaniach 
tego zagadnienia u bydła [36] stwierdzono wysoce istotny wpływ poli
m orfizm u na aktywność oksydacyjną Cp osocza krwi. Najwyższą ak tyw 
ność zanotowano u osobników o genotypach A/A i A/B, najniższą ,zaś 
u homozygot B/B. W ykazano ponadto, że aktywność oksydacyjna Cp 
charakteryzow ała się statystycznie istotną dodatnią korelacją z poziomem 
miedzi w osoczu. Nie stwierdzono natom iast związku między aktyw noś
cią Cp i poziomem jonów Fe w osoczu.
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CERULOPLAZMINA W ONTOGENEZIE U SSAKÓW

Zmienność poziomu Cp i jonów Cu została najlepiej poznana w onto- 
genezie człowieka i zw ierząt modelowych. Synteza Cp u ludzi rozpo
czyna się między 4 a 5 tygodniem  ciąży w w ątrobie płodowej [5]. W su
rowicy płodu Cp jest w ykryw ana od połowy 7 tygodnia, a od 27 tygod
nia ciąży aż do urodzenia poziom Cp w zrasta [18]. Przy porodzie stężenie 
Cp w surowicy noworodka wynosi od 4,6 do 16,5 mg/100 ml, dla porów
nania stężenie Cp u dorosłego człowieka kształtuje się na poziomie 
35 mg/100 ml surowicy [5]. Sugeruje się, że zmiany w poziomie jonów 
Cu i aktywności Cp w płynie owodniowym mogą być użytecznym  wskaź
nikiem szacowania w zrostu i rozwoju płodu. Mianowicie aktyw ność Cp 
w płynie owodniowym w ykazuje znaczny wzrost od 20 /do 30 tygodnia 
ciąży, a następnie obserw uje się jej istotny spadek [5]. Również od po
łowy ciąży aż do porodu obserw uje się tendencję spadkową poziomu 
jonów Cu [5].

Rola Cp i jonów Cu w procesach starzenia się organizmu pozostaje 
niewyjaśniona, dlatego problem  ten  jest przedm iotem  wielu ekspery
mentów.

W yniki badań Massie i wsp. [30] wskazują, że u zinbredowanych m y
szy poziom zarówno Cp, jak  i ogólnej puli jonów Cu w zrasta z wiekiem. 
Uzyskane w yniki trudne są jednak do jednoznacznej in terp retacji i w łaś
ciwego zobiektywizowania. Obserwowane zmiany poziomu Cp i jonów Cu 
u starszych myszy mogą być spowodowane nasilającym i się wraz z w ie
kiem procesami katabolicznymi. Nie można równocześnie wykluczyć, że 
stw ierdzone współzależności odzwierciedlają jedynie wzrost częstotli
wości występowania trudnych  do w ykrycia przez eksperym entatora cho
rób degeneratyw nych, pojaw iających się u starszych osobników. W cy
towanych badaniach stw ierdzono ponadto, że obniżaniu w raz z wiekiem 
ulegał stosunek ogólnej puli jonów Cu do ceruloplazminy, co oznacza, 
że następował spadek poziomu jonów Cu nie związanych z Cp. Zakłada 
się, że obniżanie się wraz z wiekiem  puli wolnych jonów Cu spowodo
wane jest zarówno wiązaniem  ich przez Cp, jak  i odkładaniem  ich w 
różnych tkankach, np. mózg ([30], literatura). Analogiczne obserwacje, 
dotyczące współzależności poziomu Cp i jonów Cu w surow icy u ludzi 
w różnym  wieku, są częstokroć rozbieżne i nie potw ierdzają praw idło
wości zarejestrow anych u zinbredowanych myszy. Na przykład H arm an 
[20] i H erring [21] stw ierdzili podwyższanie się w raz z wiekiem  ludzi 
poziomu Cp i jonów Cu. Yunice [43] natom iast nie obserwował zmian 
poziomu Cp w surowicy ludzi, zanotował jedynie niew ielki wzrost po
ziomu jonów Cu, lecz tylko w surowicy mężczyzn. Inni autorzy sugeru
ją, że wraz z wiekiem w ystępuje u ludzi spadek poziomu jonów Cu 
w surowicy ([30], literatura).
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G eneralnie uważa się, że rozbieżności wyników dotyczących zm iany 
poziomu Cp i jonów Cu u ludzi w różnym  wieku spowodowane są za
równo niewielką liczbą próbek do badań, jak  i trudnościam i skomple
towania reprezentatyw nej próbki losowej, uwzględniającej jednorodność 
genetyczną i środowiskową osobników poddanych obserwacjom. Zasad
ność takiej in terpretacji potw ierdzałyby rezulta ty  dotyczące czynników 
środowiskowych, fizjologicznych i patologicznych, w pływających na zmia
ny poziomu Cp i jonów Cu w surow icy krwi. Do lepiej poznanych czyn
ników w arunkujących te zmiany zaliczyć można: ciążę, wysiłek fizyczny, 
palenie papierosów, chroniczną anemię, białaczkę, chorobę Hodgkina, 
deficyt żelaza, nadczynność tarczycy, zesztywniające zapalenie stawów, 
zawał m ięśnia sercowego, miażdżycę, stw ardnienie rozsiane, pelagrę, 
łuszczycę itd. ([30], literatura).

ZNACZENIE MIEDZI W ORGANIZMIE

Znaczenie jonów Cu dla norm alnego wzrostu i rozwoju młodych 
organizmów oraz w utrzym aniu  hom eostazy w ew nątrzustrojow ej osob
ników dorosłych jest powszechnie akceptowane. Jony Cu są niezbędnym  
elem entem  wielu procesów życiowych, obejm ujących m. in.: kształtow a
nie kośćca, rozwój system u nerwowego i jego funkcjonowanie, pracę 
układu sercowo-naczyniowego, oddychanie komórkowe, biosyntezę pro- 
staglandyn, metabolizm tkanki tłuszczowej itd. [38].

Ze względu na wysoką reaktyw ność jonów Cu, nadm ierny ich poziom 
może upośledzać funkcje komórek. Jeżeli podaż jonów Cu przew yższa 
potrzeby fizjologiczne, to urucham iane są wówczas m echanizm y adapta
cyjne, zlokalizowane głównie w w ątrobie oraz ścianie żołądka i je lita  
cienkiego u dorosłych zw ierząt [13]. W jelicie cienkim u szczura w y
kazano np. istnienie dwóch frakcji białkowych (frakcja nisko- i wysoko- 
cząsteczkowa), wiążących jony Cu [23]. Działanie tych frakcji jest ściśle 
ukierunkow ane. Pierw sza z nich wiąże jony Cu krążące w surowicy, nato
m iast druga m agazynuje jony Cu zaabsorbowane z diety i wpływ a na ich 
poziom w jelicie cienkim [23]. Sugeruje się, że w szczególności frakcja 
niskocząsteczkowa odpowiedzialna jest za mechanizm zapobiegający tok
sycznem u działaniu jonów Cu oraz u trzym uje stały  ich poziom podczas 
szybkiego wzrostu i rozwoju organizmu.

ROLA CERULOPLAZMINY W METABOLIZMIE JONÓW MIEDZI

Podstawowe aspekty m etabolizmu jonów Cu u ssaków przedstawiono 
na ryc. 3. Jony Cu z diety absorbowane są z treści żołądka i jelita  cien
kiego. W postaci kom pleksu z album iną i prawdopodobnie aminokwa-
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sami transportow ane są do w ątroby w celu m agazynowania oraz syntezy 
Cp [7, 14]. Ceruloplazmina, jako główne białko surowicy kręgowców, tra n 
sportujące jony Cu, jest najlepszym  ich donatorem  w biosyntezie oksy
dazy cytochromowej i innych enzymów m ających w grupie prostetycz- 
nej jony Cu. M echanizm um ożliw iający uw alnianie jonów Cu z Cp w spe
cyficznych miejscach komórek i włączanie ich do w ew nątrzkom órkowych 
enzymów lub białek wiążących jony Cu przedstaw iono na ryc. 4 [15]/. 
Jeśli wspom niany proces zachodzi w błonach komórkowych, to jon Cu+1

+1X -  międzykomórkowy recep tor Cu 

n -  l ic z b a  jonów Cu w cz ą stec zce  Cp 

AH2 -  su b stra t redukujący

Ryc. 4. Przypuszczalny mechanizm uwalniania jonów Cu z ceruloplazminy i w łą
czania ich do wewnątrzkomórkowych enzymów według Friedena [15]
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przekazyw any jest prawdopodobnie do m iędzykomórkowych akceptorów 
X. Jeżeli zaś Cp przechodzi do w nętrza komórki, to akceptor X może być 
zbędny w  transporcie międzykomórkowym. W formie jonu Cu+1 miedź 
jest dodawana do apoenzymu, gdzie przy udziale 0 2 tw orzy holoenzym 
przybierając form ę jonu Cu+2. W om awianym  procesie bezpośrednie w łą
czanie do cząsteczki enzymu „stabilnego” jonu Cu+ 2 wydaje się mało 
prawdopodobne. Dlatego przyjm uje się istnienie przejściowej form y jonu 
Cu+1, um ożliwiającego zrealizowanie omawianego ciągu metabolicznego.

ROLA CERULOPLAZMINY W METABOLIZMIE JONÓW ŻELAZA

Współzależności w metabolizmie jonów Cu i Fe wykazano w wielu 
badaniach [11, 34, 41]. Wiadomo, że deficyt jonów Cu wywołany b ra
kiem ich w  diecie lub zaburzeniam i syntezy Cp prowadzi do anemii u lu
dzi i zw ierząt [34, 41]. Dlatego uważa się, że Cp stanowi centralne mole
kularne ogniwo metabolizmu jonów Cu i Fe. W m echanizm ie tym  funk
cjonuje jako enzym ferrooksydaza I [17, 28, 32, 40]. Chociaż właściwości 
Cp jako enzym u nie są jeszcze dokładnie poznane, to wiadomo jednak, 
że białko to bierze udział w utlenianiu jonów Fe+ 2 do Fe+3. Ta duża 
aktywność utleniająca um ożliwia urucham ianie jonów Fe z komórek wą
troby i wbudowywanie ich w cząsteczkę transferyny  (Tf). Na ryc. 5 przed-

MAGAZYNUĴ CE 

KOMCRKI WĄTROBY

Ft-Fe +3

OSOCZE

Fe+2 +3T>'~T
Cp apo-Tf

Fe+^-Tf

RETIKULOCYTY

•F e

t - p roto-
porfiryny

hem
1

hemoglobina

Cp -  ceruloplazm ina

Ft -  ferrytyna

Tf -  transferyna

apo-Tf -  apotransferyna

Ryc. 5. Etapy uwalniania jonów Fe z komórek wątroby do transferyny plazmy oraz 
transport ich retikulocytów dla syntezy hemu według Friedena [16]

3 -  P B K  1/88
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stawiono mechanizm uw alniania jonów Fe z kom órek w ątroby i główną 
rolę Cp w tym  procesie [16]. Jony Fe uw alniane są w w yniku redukcji 
ferry tyny  w obecności bezpośredniego reduktora FMNH2 i pośrednio 
NADH. Proces uw alniania jonów Fe+ 2 i przekształcania w jony Fe+3, któ
re wbudowywane są w cząsteczkę transferyny, kontroluje Cp [16]. Jony Fe 
związane z cząsteczkę Tf rozprowadzane są do komórek, przede wszyst
kim retikulocytów, gdzie wykorzystyw ane są do biosyntezy hemu. W il
liams [40] wskazuje na rozszerzone funkcje Cp w urucham ianiu jonów 
Fe. Jony Fe+2, uw alniane z ferry tyny , wiązane są w specyficznych m iej
scach na błonach komórek retikuloendotelialnych. Cp i swoiste m iejsca 
wiążące jony Fe oddziałują wzajem nie na siebie poprzez form ę kom plek
su Cp z jonem Fe+2. Utlenianie jonów Fe+ 2 i ich przenoszenie dokonuje 
się w w yniku wielu reakcji między czynnikami wiążącymi jony Fe.

Eksperym enty uzasadniające znaczenie Cp w m etabolizmie jonów Cu 
i Fe oraz przedstaw iające wzajem ną korelację między nimi opisano 
w wielu pracach [28, 31, 32]. Jeśli np. u świni ma miejsce niedobór jonów 
Cu, to zmniejszenie puli jonów Fe w osoczu poprzedzone jest wyraźną 
redukcją poziomu Cp ([16], literatura). Podaw ana w* m ałych dawkach Cp 
w ywołuje ponowny wzrost poziomu jonów Fe w osoczu, czego nie obser
w uje się przy podawaniu samych jonów Cu+2, natom iast Cp szczura, 
k tóra charakteryzuje się niezwykle niską aktyw nością ferrooksydazową, 
nie wywołuje takiego efektu. Stąd można wnioskować, że poziom aktyw 
ności Cp jako ferrooksydazy zależny jest od gatunku zwierzęcia [16].

Jedną z najlepiej poznanych jednostek chorobowych, objawiających 
się drastycznym  spadkiem poziomu jonów Cu w surowicy krwi, z jedno
czesnym odkładaniem  jej w tkankach organizmu, jest choroba Wilsona 
u ludzi. W chorobie tej nie obserw uje się jednak żadnych zakłóceń w m e
tabolizmie jonów Fe [16]. Fakt ten  in terpretow ano jako przykład prze
m aw iający za pom niejszeniem  wiodącej roli Cp w m etabilizm ie jonów 
Fe. Obecnie podkreśla się istnienie w organizmie dosyć wysokiego nad
m iaru Cp w stosunku do potrzeb odnoszących się do m etabolizm u jonów 
Fe. P rzyjm uje się, że zaledwie około 5°/o normalnego poziomu Cp jest 
wystarczające do maksymalnego uruchom ienia jonów Fe. Tak więc po
ziom Cp w surow icy m usiałby obniżyć się do ekstrem alnie niskich w ar
tości, możliwych do wywołania jedynie doświadczalnie (np. przy dłuższym 
eliminowaniu Cu z diety), aby można było zaobserwować dostrzegalny 
efekt upośledzenia urucham iania jonów Fe.

Nie wyklucza się możliwości istnienia również alternatyw nych m e
chanizmów uw alniania jonów Fe. W ymienia się tu  np. ferrooksydazę II, 
lecz szczegółowe aspekty jej zaangażowania w urucham ianiu jonów Fe 
są mniej znane niż ferrooksydazy I [14, 17, 40]. In v itro  wyodrębniono 
wiele czynników, np.: cytryniany, dwuwęglany, fosforany, apotransfery-
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nę, co do których sugeruje się m echanizm  przyspieszający utlenianie jo
nów Fe+2 do Fe+®, podobnie jak  m a to miejsce przy udziale Cp [4].

Biologiczna aktywność Cp nie ogranicza się jedynie do m etaboliz
m u jonów Cu i Fe. Podkreśla się mianowicie aktywność oksydacyjną 
Cp, odnoszącą się do takich m etabolitów  organizmu, jak : biogenne aminy, 
adrenalina, serotonina, askorbiniany i niektóre związki sulfhydrylow e 
[14, 38].

CERULOPLAZMINA JAKO BIAŁKO ALARMOWE 
W CHOROBACH INFEKCYJNYCH I NEOPLASTYCZNYCH

Większość inform acji dotyczących poziomu Cp w różnych stanach 
patologicznych odnosi się do ludzi i zw ierząt modelowych. Cp jako biał
ko ostrej fazy stanu zapalnego może być wskaźnikiem  wielu chorób in
fekcyjnych i neoplastycznych. P rzyjm uje się, że zmiany poziomu i aktyw 
ności Cp odzwierciedlają zaburzenia w m etabolizmie organizmu. Istotny 
w zrost poziomu Cp obserwowano np. w niektórych ogólnoustrojowych 
chorobach u ludzi, takich jak  pierw otnie postępujący gościec stawowy, 
toczeń rum ieniow aty, a także w lokalnych stanach zapalnych, jak  (skaza 
moczanowa czy reum atyczne stany zapalne [8, 9]. Ponadto wzrost po
ziomu Cp obserwowano w przew lekłym  zapaleniu wątroby, marskości 
żółciowej [33], w infekcjach wirusowych, stresie [25] i wielu chorobach 
nowotworowych, np. chłoniaki, rak  płuc itd. ,[2, 25, 27].

W eksperym entalnie w yw oływ anych stanach zapalnych w ielokrotnie 
wskazywano na bardzo istotne podwyższenie poziomu Cp w surowicy. 
Taką tendencję obserwowano u różnych gatunków zwierząt niezależnie 
od tego, jakiego czynnika drażniącego używano do wywołania stanu za
palnego [3, 6 , 10]. Wykazano, że w procesie leczenia środkam i farm akolo
gicznymi utrzym uje się podwyższony poziom Cp surowicy [10], co suge
rowałoby istotną rolę Cp jako jednego z elem entów mechanizm u obron
nego przeciwko infekcji.

W uszkodzonych w w yniku stanu zapalnego tkankach wysięk zapal
ny zawiera fagocytujące neutrofile i makrofagi, które uw alniają reak
tyw ne form y tlenu, takie jak rodnik ponadtlenkowy (0 ~2) i nadtlenek 
wodoru (H20 2). W reakcji Habera-W eissa ze związków tych w obecności 
soli Fe powstają wysokotoksyczne rodniki wodorotlenowe (OH*), które 
mogą uszkadzać wszystkie biocząsteczki ([42], literatura):

OJ +  H20 2— > 0 2 +  OH-  +  OH -.

Zaangażowanie Cp w stanie zapalnym  polegałoby m. in. na 'ochronie 
kom órek gospodarza przed silnym  toksycznym  działaniem  wspom nianych
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wolnych rodników wodorotlenowych [19, 42]. Cp ham uje produkcję rod
ników OH* poprzez stałe utrzym yw anie żelaza na stopniu utlenienia Fe+ 3 
([44], literatura). Biochemiczne' aspekty ochronnej roli Cp om awiane są 
m. in. w pracy habilitacyjnej Zgirskiego [44] oraz w krótkiej pracy prze
glądowej Kurdowskiej [26]. Regulacyjno-ochronne działanie Cp w stanie 
zapalnym  znajduje odzwierciedlenie w zwiększonej syntezie tego białka 
w w ątrobie i podwyższonym jego stężeniu w surowicy ,[8]. Postuluje się 
zatem, że białko to jest ważnym  czynnikiem obronnym, przyczyniają
cym się do kontroli procesu zapalnego.

Z licznych prac wynika, że zwiększony poziom Cp w surow icy może 
być odzwierciedleniem toczącego się procesu nowotworowego. Udowod
niono to m. in. na przykładzie raka płuc [2] i w chorobie Hodgkina [25, 
27] u ludzi, w indukowaniu w irusem  raka VX-2 u królików [39] oraz 
w indukowaniu 20-m etylocholantrenem  raka u szczurów [1]. Zaobserwo
wano, że przy farmakologicznym leczeniu nowotworów poziom Cp zm niej
szał się, natom iast nawrotow i choroby towarzyszył istotny jego wzrost 
[25].

Interesujące w ydają się próby zastosowania Cp w terapii nowotworo
wej. W ykazano na przykład, że ludzka Cp ma neutralizujący wpływ na 
toksohorm onalną aktywność zasadowych białek izolowanych z komórek 
rakowych (Ehrlicha) [22]. Niezależnie od tego udowodniono bezpośrednie, 
antynow otw orow e działanie ludzkiej Cp na im plantowane kom órki mysie 
mięsaka-180, co można tłumaczyć wspom nianym  efektem  neutralizo
wania toksohormonu wydzielanego przez komórki zmienione nowotwo- 
rowo [22]. W wielu innych badaniach wykazano również znamienny 
wpływ Cp na zaham owanie w zrostu guzów nowotworowych różnych ty 
pów raka ([44], literatura). W ydaje się, że rezultaty  te, chociaż wstępne, 
uzyskane na zwierzętach modelowych i odnoszące się jedynie do nie
których rodzajów nowotworów, są jednak dobrą inspiracją do szerszego 
zbadania możliwego wpływu Cp w terapii chorób neoplastycznych.
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NOWOTWORY EMBRIONALNE (TERATOCARCINOMA) JAKO 
< MODEL DO BADAN RÓŻNICOWANIA ZARODKA *

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

Ewa T. MYSTKOWSKA

Pracownia Embriologii Doświadczalnej i Zakład Histologii i Embriologii, 
Akademia Medyczna, Warszawa

Streszczenie: Przedstawiono powstawanie nowotworów embrionalnych (teratocar- 
cinoma) myszy z komórek płciowych i komórek wczesnego zarodka, powstałego 
w wyniku zapłodnienia lub aktywacji partenogenetycznej oocytu. Przeanalizowano 
niektóre cechy zbliżające komórki macierzyste — embryonal carcinoma (EC) do 
komórek zarodka w okołoimplantacyjnym stadium rozwoju. Scharakteryzowano 
potencję rozwojową komórek EC przejawiającą się w zdolności komórek EC nie
których linii do wzięcia udziału w  rozwoju zarodkowym po wprowadzeniu do śro
dowiska rozwijającego się 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.

WSTĘP

Nowotwory em brionalne — teratocarcinom a charakteryzują się obec
nością puli niezróżnicowanych komórek — em bryonal carcinoma (EC) 
oraz zróżnicowanych kom órek i tkanek. Komórki EC odznaczają się dwo
m a podstawowymi cechami:

* Referat wygłoszony na XVI Konferencji Szkoleniowej z zakresu biologii ko
mórki, 20 XI 1986 r.
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42 E. T. M Y STK O W SK A

w ykazują zdolność do nieograniczonej proliferacji, co jest cechą spe
cyficzną wszystkich nowotworów złośliwych;

są zdolne do różnicowania się w pochodne wszystkich trzech listków 
zarodkowych i mogą uczestniczyć w tw orzeniu ciała osobnika normalnego 
po połączeniu z kom órkam i zarodka w przedim plantacyjnym  stadium  roz
woju.

Jeżeli w nowotworze nie ma komórek EC, to jest w tedy niezłośliwy 
i określa się go m ianem  teratom a. Komórki EC przypom inają swoimi 
właściwościami morfologicznymi, biochemicznymi i fizjologicznymi ko
m órki wczesnego zarodka. Komórki te różnicują się w sposób przypom i
nający różnicowanie kom órek zarodka we wczesnych etapach embrioge- 
nezy ssaków, dlatego w wielu laboratoriach są one w ykorzystyw ane w ba
daniach embriologii eksperym entalnej [18, 20, 34, 35]. Równocześnie ko
m órki EC mogą być w ykorzystyw ane w badaniach rozwojowej regulacji 
złośliwego fenotypu [19].

POCHODZENIE KOMÓREK EMBRYONAL CARCINOMA

Znam y dwa źródła poochodzenia kom órek EC: pierw otne komórki 
płciowe w jądrach płodowych oraz niezróżnicowane kom órki zarodkowe.

P O W S T A W A N IE  K O M Ó R E K  E M B R Y O N A L  C A R C IN O M A  Z P IE R W O T N Y C H  K O M Ó R E K
PŁ C IO W Y C H

Nowotwory em brionalne mogą powstawać spontanicznie w jądrach 
płodowych u myszy w 12 dniu rozwoju [72]. W większości linii myszy 
teratocarcinom a jądrowe, spontaniczne w ystępują rzadko, tylko w jed
nej linii 129/J przypadki guzów jądrow ych zdarzają się z większą częs
tością, około 1% [69]. Częstość w ystępowania nowotworów zwięk
sza się u myszy heterozygotycznych w odniesieniu do genu steel (SI) 
lub w podliniach 129/J te r SV [76]. W ynika stąd, że predyspozycja do 
pow stania spontanicznych nowotworów em brionalnych w jądrach  jest 
u m yszy uw arunkow ana genetycznie. Jądrow e teratocarcinom a mogą być 
produkow ane przez przeszczepienie płodowych gonad w m iejsca ektopo- 
we. Rozwój nowotworowy osiąga się tylko przeszczepiając gonady m ęs
kie, przeszczepione gonady z płodów żeńskich (presum ptyw ne jajniki) 
nie dają początku nowotworom [73]. Tworzenie eksperym entalne nowo
tworów em brionalnych jest również uw arunkow ane genetycznie, podob
nie jak  w przypadku teratocarcinom a spontanicznych, i ogranicza się do 
dwóch linii myszy 129/J i A/J. Stwierdzono, że w doświadczalnym tw o
rzeniu tych nowotworów odgrywa rolę czynnik środowiskowy; tw orze
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nie teratocarcinom a było obserwowane tylko wtedy, kiedy gonady pło
dowe były przeszczepiane w miejsca o obniżonej tem peraturze w  stosun
ku do całego ciała gospodarza, jak  jądro lub ucho [74]. Pow staw anie no
wotworów em brionalnych zarówno spontaniczne, jak  i indukow ane eks
perym entalnie jest ograniczone do 11-12 dnia rozwoju [71]. W trakcie 
norm alnego rozwoju w jądrze (około 14 dnia rozwoju) pierw otne kom ór
ki płciowe rozpoczynają stadium  spoczynkowe — stadium  rozproszonej 
chrom atyny, w którym  pozostają aż do czasu rozpoczęcia mejozy, tj. do 
około 10 dnia po urodzeniu. W przypadku pow stania nowotworów em
brionalnych pierwotne kom órki płciowe rozpoczynają proliferację jako 
kom órki EC, bez przejścia etapu mejozy. Proliferacja kom órek płciowych 
rozpoczyna się w paru  punktach jądra. Pow stają ośrodki dzielących się 
kom órek niezróżnicowanych. Część z nich zaczyna się różnicować [71]. 
Tkanki zróżnicowane początkowo przypom inają endoderm ę pierw otną 
wczesnego zarodka myszy, a w dalszym rozwoju pojaw iają się tkanki 
charakterystyczne dla późniejszych etapów rozwoju zarodka i płodu.

P O W S T A W A N IE  K O M Ó R E K  E M B R Y O N A L  C A R C IN O M A  Z N IE Z R Ó Ż N IC O W A N Y C H
K O M Ó R E K  Z A R O D K O W Y C H

Teratocarcinom a mogą powstawać z niezróżnicowanych kom órek za
rodkowych — zarodków partenogenetycznych lub pow stających w w y
niku normalnego zapłodnienia. Znane są przypadki pow stania nowotwo
rów em brionalnych w jajn ikach u ludzi i myszy. U myszy spontaniczne 
pow staw anie tych nowotworów jest zajw iskiem  równie rzadko w ystępu
jącym, jak  powstawanie spontanicznych nowotworów jądrow ych i ogra
niczonym genetycznie do jednej linii LT. W tej linii częściej niż w ijn- 
nych może nastąpić aktyw acja partenogenetyczna oocytów, które zakoń
czyły I podział m ejotyczny [12] i które leżą w obrębie pęcherzyka ja j
nikowego [78]. Podobne pochodzenie teratocarcinom a jajnikow ych z o- 
ocytów aktyw ow anych do rozwoju po zakończeniu I podziału m ejotycz- 
nego stw ierdził u kobiet Linder [29, 30]. Aktywowane partenogenetycznie 
oocyty rozw ijają się podobnie jak  norm alny zarodek myszy, przechodząc 
bruzdkowanie, osiągają etap blastocysty, a następnie stadium  rozwoju 
odpowiadające stadium  7 - 8-dniowego zarodka, w którym  wyróżnić moż
na ektodermę, mezodermę i endodermę. Po osiągnięciu tego etapu nastę
puje dezorganizacja rozwoju i przekształcenie się tw oru w nowotwór 
em brionalny [78].

Stevens [75] wykazał, że zarodki myszy przeszczepione w m iejsca 
pozamaciczne mogą przekształcić się w teratocarcinom a. Pow stanie no
wotworów z przeszczepionych zarodków nie jest ograniczone genetycz
nie, ponadto zarówno zarodki żeńskie, jak  i męskie mogą przekształcać
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się w nowotwory em brionalne [68]. Pow stanie eksperym entalnych nowo
tworów jest natom iast ograniczone przez stadium  rozwoju przeszczepia
nych zarodków. Zdolność do przekształcania się w nowotwory em brio
nalne m ają zarodki poczynając od stadium  3,5 dnia rozwoju, a kończąc 
na 7 dniu rozwoju [75]. Wczesny rozwój przeszczepionych zarodków 
przypom ina rozwój spontanicznych nowotworów jajnikow ych, ponieważ 
s truk tu ra  przeszczepionego zarodka jest zdezorganizowana i pow stają 
zróżnicowane tkanki charakterystyczne dla coraz bardziej zaawansowa
nych etapów rozwoju zarodkowego.

Diwan i Stevens [9] wykazali przez przeszczepianie izolowanych tka
nek i zarodków 7-dniowych w miejsca pozamaciczne, że teratocarcinom a 
powstają z pierw otnej ektoderm y zarodkowej cylindra zarodkowego. 
Można zastanawiać się, czy kom órki EC ni,e pow stają z pierw otnych ko
m órek płciowych. W ydaje się, że jest to mało prawdopodobne. Dunn 
i Stevens [10] stwierdzili, że po przeszczepieniu 6-dniowych zarodków 
powstają nowotwory o kariotypie żeńskich i męskim, a jak wiadomo, po 
przeszczepieniu płodowych jajników  nie pow stają nowotwory em brio
nalne. Po przeszczepieniu zarodków starszych 8- i 9-dniowych w m iej
sca pozamaciczne nie uzyskuje się już rozwoju nowotworów. Badania 
pierw otnych komórek płciowych [48] wykazują, że kom órki te pojaw iają 
się w tylnej części smugi pierw otnej. Z doświadczeń Beddington [3] w y
nika, że ten  rejon po przeszczepieniu w miejsca pozamaciczne nie w y
tw arza komórek EC. Zdolność do w ytw arzania tych kom órek jes t zloka
lizowana w przedniej części cylindra zarodkowego. W ydaje się wobec 
tego, że zarówno komórki EC, jak  pierw otne komórki płciowe rozw ijają 
się z komórek zarodkowej ektoderm y, ale z różnych jej rejonów.

Ostatnio opracowano metodę otrzym yw ania kom órek EC bezpośred
nio z blastocyst eksplantow anych i hodowanych in vitro  [13, 36]. Blasto- 
cysty muszą być jednak hodowane w obecności kom órek odżywiających 
(feeder cells) [14]. Pozostaje niejasne, jaką rolę w pow staniu komórek 
EC pełnią komórki odżywiające, wiadomo jednak, że czynnik (i) w me
dium w arunkow anym  obecnością kom órek odżywiających tzw. conditio
ned m edium  powoduje przewagę proliferacji nad różnicowaniem komórek 
[65, 59]. W szystkie linie komórek EC dotychczas w ten  sposób uzyska
nych w ykazują zdolność do różnicowania w w arunkach in v itro  i tw orze
nia teratocarcinom a in vivo [14].

WŁAŚCIWOŚCI KOMÓREK EMBRYONAL CARCINOMA

Teratocarcinom a m yszy są guzami złośliwymi i charakteryzują się 
obecnością komórek pochodnych wszystkich trzech listków zarodkowych 
i komórek m acierzystych — stem cells—niezróżnicowanych kom órek EC.
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Pojedyncza komórka EC może dać początek wszystkim zróżnicowa
nym  typom  komórek obserwowanych w nowotworach [28, 24]. Po prze
szczepieniu rozizolowanych nowotworów zawierających komórki EC pod
skórnie w układzie syngenicznym można otrzym ać przeszczepialną linię 
guzów litych [75]. Nowotwory mogą także występować w postaci wysię
kowej po iniekcji dootrzewnowej komórek niezróżnicowanych, pobra
nych z guza litego [54]. Pow stają tw ory zwane ciałami zarodkowymi 
(embryoid bodies) [70, 54]. S truk tu ry  te są tak nazwane, gdyż przypo
m inają pewne stadia normalnego rozwoju zarodka. Ciała zarodkowe w y
stępują jako form y proste lub w postaci torbieli. Proste ciała zarodko
we stanow ią lite tw ory składające się z puli niezróżnicowanych komórek 
otoczonych całkowicie przez zew nętrzną w arstw ę kom órek przypom ina
jących komórki endoderm alne. Twór ten  przypom ina węzeł zarodkowy 
blastocysty w okresie okołoim plantacyjnym, składający się z komórek 
ektoderm y i endoderm y pierw otnej, z tą jednak różnicą, że w prostych 
ciałach zarodkowych endoderm a, która pokryw a pulę niezróżnicowanych 
komórek, ma charakter endoderm y parietalnej, podczas gdy w zarodku 
jest to endoderm a visceralna. Endoderm a parietalna w zarodku wyścieła 
w nętrze trofektoderm y, w ydzielając substancję tworzącą tzw. błonę Rei- 
cherta [55]. Przypuszczalnie ten  typ endoderm y otacza pulę niezróżnico
wanych komórek w ciałach zarodkowych /[34]. Różnice między zarod
kiem a ciałem zarodkowym nie muszą być odzwierciedleniem głębszych 
w ew nętrznych różnic. Po izolacji węzła zarodkowego z blastocysty i ho
dowli in vitro tworzy się naokoło ektoderm y ciągłe pasmo komórek 
endoderm alnych [60, 66], a niektóre z nich mogą być typu endoderm y 
parietalnej [83].

Drugim typem  ciał zarodkowych znajdowanych w jam ie otrzewnej 
są torbiele, które m ają bardziej złożoną postać. Torbiele takie są wypeł
nione płynem  i zaw ierają wiele zróżnicowanych typów komórek. S truk 
tu ry  te przypom inają pochodne węzła zarodkowego, k tóry  uległ dezor
ganizacji w stadium  7-8 dnia rozwoju. Otoczone są również przez pa- 
rietalną endodermę.

Hsu i Baskar [21] hodowali in vitro proste ciała zarodkowe z jam y 
otrzewnej i porównywali ich rozwój z rozwojem hodowanych in vitro 
blastocyst. Stwierdzono ścisłe podobieństwo między wczesnym postim - 
plantacyjnym  rozwojem zarodka a tworzeniem  się ciał zarodkowych w po
staci torbieli z prostych ciał zarodkowych. Ogromne podobieństwo różni
cowania się komórek EC i wczesnego zarodka wykazano ostatnio po pa- 
sażowaniu in vivo komórek EC linii izolowanej z guza OTT 6050 l[86]. 
Stwierdzono, że w 35% ciał zarodkowych otrzym anych po pasażowaniu 
dootrzewnowym  komórek tej linii powstaje jam a otoczona przez w ydłu
żone komórki układające się w postaci zarodkowej ektoderm y, otoczo
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nych przez pasmo kom órek endoderm alnych. W niektórych szczególnie 
rozrośniętych ciałach zarodkowych część ektoderm y tw orzy region przy- 
pom ijający smugę pierwotną, z której oddzielają się komórki przypom i
nające komórki m ezoderm y gromadzące się w przestrzeni m iędzy ekto- 
derm ą i endoderm ą m ającą charakter endoderm y wisceralnej. Twór ten  
przypom ina zarodek w stadium  smugi pierw otnej. Fakt podobnego różni
cowania się w skazuje na podobieństwo m iędzy pulą komórek niezróżnico- 
wanych w ciałach zarodkowych i p luripotentnym i kom órkam i zarodka.

WŁAŚCIWOŚCI KOMÓREK EC W WARUNKACH HODOWLI IN VITRO

Pluripotentne kom órki m acierzyste mogą być izolowane albo z litych 
guzów, albo z guzów wysiękowych. Izolacja z guzów wysiękowych jest 
najłatw iejsza, ponieważ niezróżnicowane kom órki stanow ią większość 
całej populacji komórek i znana jest ich lokalizacja. Wykazano, że zdol
ność komórek EC do tworzenia zróżnicowanych guzów jest zachowana 
po ich klonowaniu i hodowli in vitro [26, 58]. Wyizolowano dotychczas 
wiele linii EC hodowanych in vitro [33, 18]. Komórki niektórych linii 
są p luripotentne i mogą różnicować się zarówno in vivo, jak  in v itro  
w nieomal każdy typ komórek pochodzących z trzech listków zarodko
wych, podczas gdy komórki innych linii m ają ograniczone zdolności do 
różnicowania i proliferując odtw arzają tylko kom órki sobie podobne. 
Pierwsze nazywam y kom órkam i (liniami) pluripotentnym i, drugie zaś 
nullipotentnym i. Najlepiej znanym  przykładem  kom órek nullipotentnych 
jest linia F9 opisana po raz pierwszy przez Bernstina i współautorów
[4]. W pewnych w arunkach kam órki tej linii mogą różnicować się two
rząc komórki endoderm y [64].

Komórki EC m ają małe rozm iary i morfologicznie przypom inają ko
mórki nabłonkowe. Komórki ściśle przylegają do siebie, ale można je  
rozdzielić przez pipetowanie. Komórki są morfologicznie niezróżnicowa
ne [8] i w ykazują aktywność fosfatazy zasadowej [4]. W m ikroskopie 
elektronowym  komórki EC m ają mało cytoplazm y zawierającej m ałą licz
bę organelli i nie w ykazują obecności cząstek wirusowych. Duże jądro 
zawiera jedno lub dwa jąderka. Komórki EC hodowane in v itro  w ‘Za
wiesinie m ają tendencję do tworzenia agregatów, k tóre po pew nym  cza
sie tworzą ciała zarodkowe przypom inające zarodek we wczesnym eta
pie rozwoju [39, 31].

EMBRIONALNE ANTYGENY POWIERZCHNIOWE

Na powierzchni kom órek EC znajdują się antygeny [11], k tóre w wię
kszości przypadków są wspólne dla kom órek EC i kom órek zarodka we 
wczesnych etapach rozwoju zarodkowego. A ntygeny te  nie w ystępują na
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kom órkach dorosłego osobnika i kom órkach EC, które uległy różnicowa
niu ([23, 16]: przegląd piśmiennictwa). Najbardziej znanym  antygenem  
obecnym zarówno na komórkach zarodka, jak  i komórkach EC jest an ty 
gen F9. Jest to antygen obecny na powierzchni wszystkich komórek EC 
dotychczas testowanych zarówno nullipotentnych, jak  i pluripotentnych
[2]. Na powierzchni komórek zarodka stw ierdza się aktywność antygenu 
F9, począwszy od stadium  zygoty, parę godzin po zapłodnieniu. A ktyw 
ność w zrasta w stadium  4 - 8  blastomerów i u trzym uje się na powierzch
ni kom órek zarodka do 9 dnia rozwoju. Począwszy od 10 dnia rozwoju 
kom órki zarodkowe nie w ykazują już obecności antygenu F9 [2, 23]. O- 
becność antygenu F9 jest determ inow ana u myszy przez gen usytuow any 
w T-locus [1]. Istnieją dowody na to, że produkt lub produkty aktyw noś
ci genu odpowiedzialnego za obecność antygenu F9 mogą odgrywać rolę 
we wczesnym rozwoju. Kem ler i wsp. [27] stw ierdzili, że tzw. fragm en
ty  Fab króliczej immunoglobuliny anty  F9 mogą odwracalnie hamować 
bruzdkowanie zarodków i powstawanie blastocyst.

Antygen powierzchniowy PCC4 w ykryw any jest na powierzchni ko
m órek EC linii p luripotentnych i komórek węzła zarodkowego blastocys- 
ty [23]. Antygeny Forssm ana i SSEA-1 (stage specific em bryonic an ty- 
gen-1) [88, 67] są w ykryw ane na powierzchni komórek EC większości 
linii. Zarówno antygen Forssmana, jak  i antygen SSEA-1 są obecne na 
powierzchni komórek zarodka myszy w przedim plantacyjnym  i około- 
im plantacyjnym  stadium  rozwoju [87, 67].

Na powierzchni komórek EC, oprócz antygenów, w ystępują jeszcze 
inne znaczniki powierzchni komórek, które są .wykrywane przy użyciu 
lektyn. Są one również wspólne dla komórek EC i komórek ;wczesnego 
zarodka [63].

INAKTYWACJA CHROMOSOMU X

W komórkach somatycznych osobnika żeńskiego ssaków jeden z dwóch 
chromosomów X jest genetycznie n ieaktyw ny [32]. Inaktyw acja chromo
somu X, następująca w rozwoju zarodkowym, wiąże się z różnicowa
niem komórkowym [46]. Proces ten  w ystępuje najwcześniej w trofekto- 
derm ie — pierwszej różnicującej się w rozwoju tkance, następnie obej
m uje pierw otną endodermę, a w końcu komórki ektoderm y zarodkowej, 
co następuje około 6 dnia rozwoju m yszy (przed utworzeniem  smugi 
pierw otnej) [47, 56, 84]. Ponieważ inaktyw acja chromosomu X̂  wiąże 
się z procesem różnicowania komórek, należy więc spodziewać się, że 
niezróżnicowane komórki EC będą wykazyw ały aktywność genetyczną 
obu chromosomów X. M artin i wsp. {37} wykazali, że komórki EC wszy
stkich testowanych przez nich linii o kariotypie żeńskim wykazywały
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aktywność obu chromosomów Xj, do m om entu zróżnicowania, co powodo
wało inaktyw ację jednego z chromosomów. Opisano jedną linię gene
tycznie żeńskich komórek EC, wykazującą aktywność tylko jednego chro
mosomu X [40]. Różnice między liniam i mogą być związane z różnicą 
w stadium  rozwoju komórek prekursorow ych EC w obu liniach używ a
nych do doświadczeń. Komórki EC, w których były aktyw ne genetycz
nie oba chromosomy X [37], pochodziły ze spontanicznego nowotworu 
jajnikowego, podczas gdy linie komórkowe o aktyw nym  genetycznie ty l
ko jednym  chromosomie X [40] pochodziły z teratocarcinom a powsta
łego przez przeszczepienie 6,5-dniowego zarodka, w którym  mogła już 
nastąpić inaktyw acja chromosomu X.

ZDOLNOŚĆ KOMÓREK EC DO WZIĘCIA UDZIAŁU W ROZWOJU ZARODKOWYM

Komórki EC wprowadzone do środowiska rozwijającego się zarodka 
mogą zachowywać się jak  norm alne komórki zarodkowe i brać udział 
w embriogenezie. Łączenie komórek EC z kom órkam i zarodka dokonuje 
się podobnie jak  łączenie dwóch genetycznie różnych zarodków dla utw o
rzenia osobnika chimerowego. Są znane dwie m etody otrzym yw ania chi
m er pochodzących z dwóch genetycznie różnych zarodków. Pierw sza po
lega na agregacji dwóch zarodków w stadium  m oruli [85, 41], druga zaś 
na m ikrochirurgicznym  wszczepieniu kom órek EC do jam y blastocysty 
[17]. Powstałe chimerowe blastocysty mogą być przeszczepiane do m aci
cy biorczyni w ciąży rzekomej (samicy, która została pokryta sterylnym  
samcem), gdzie rozwijać się mogą do urodzenia. Obie techniki były sto
sowane do łączenia komórek EC z kom órkam i zarodka i w [wyniku licz
nych przeprowadzonych doświadczeń otrzym ano chim ery, w których 
ciele były reprezentow ane zarówno komórki pochodzące z komórek EC, 
jak  i z zarodka [5, 45, 52, 79, 80]. Komórki EC łączone z komórkami za
rodka pochodziły z linii hodowanych in vivo oraz in vitro [53].

Pochodne komórek EC mogą brać udział w tw orzeniu wszystkich 
tkanek osobnika chimerowego, a naw et tworzyć kom órki tych narządów, 
których nigdy nie obserwowano w trakcie różnicowania komórek EC 
w nowotworach, tzn. wątroby, nerki i grasicy [77, 44]. Komórki EC da
w ały początek komórkom w pełni funkcjonalnym , tzn. syntetyzującym  
specyficzne dla danej tkanki produkty, np. immunoglobuliny, białka w ą
troby, hemoglobina [45], a także mogły dawać początek komórkom płcio
wym  [81].

Próby otrzym yw ania osobników chim erowych były przeprowadzane 
w wielu laboratoriach z różną efektywnością, zależną od linii komórek
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EC użytych do łączenia z zarodkiem. Do 1983 r. otrzym ano 477 osobni
ków chim erowych na 3076 przeszczepionych do biorczyni blastocyst chi- 
merowych, co stanowi 16°/« (za Papaioannou i Rossant [53]). Efektywność 
tych doświadczeń jest niska w porównaniu z efektywnością otrzym yw a
nia osobników chim erowych przez iniekcję węzła zarodkowego jednej 
blastocysty do jam y drugiej blastocysty. W eksperym entach tych otrzy
m uje się 90-100% chim er [50]. Rozwój osobników chimerowych, po
wstałych przez połączenie dwóch zarodków, jest na ogół normalny, pod
czas gdy osobniki powstałe przez kom binację zarodka z kom órkam i EC 
przew ażnie w ykazują w ady rozwojowe i obecność nowotworów.

Różne linie komórek EC w ykazują różne zdolności do włączania się 
w tok embriogenezy. Można wyróżnić kilka możliwych sposobów zacho
w ania się komórek EC w środowisku zarodka.

1. Komórki EC nie uczestniczą w rozwoju i są eliminowane, np. linie 
R/5, F l/9 , 1009 [53].

2. Zachowują swój złośliwy fenotyp, a więc zdolność do nieograniczo
nej proliferacji, bez zdolności do różnicowania. Pow stałe osobniki m ają 
nowotwory (np. linia C17) [51, 52].

3. Część komórek pochodnych EC zachowuje zdolność do nieograni
czonej proliferacji, a część wykazuje zdolność do różnicowania. Pow stają 
osobniki chimerowe z nowotworam i (np. linia P19S18) [61].

4. Komórki EC pod wpływem  środowiska zarodka uzyskują zdolność 
do różnicowania. Pow stają osobniki chimerowe bez nowotworów (np. li
nie METT 1 i OTT6050) [22, 81].

Na uwagę zasługuje fakt, że kom órki EC, które pod wpływem  środo
wiska zarodka osiągnęły zdolność do różnicowania, pochodziły z linii 
hodowanych zarówno in vivo, jak  i in vitro. Wśród otrzym anych norm al
nych osobników były chim ery odznaczające się chim eryzm em  komórek 
płciowych. Otrzymano je łącząc z zarodkiem kom órki EC z linii METT 
1, OTT6050 i LT72484-395. Pierwsza z linii była hodowana in vitro, 
a dwie następne były retransplantow ane in vivo [22, 42, 44, 7].

Komórki EC niektórych linii po przeszczepieniu do zarodka nie pod
dają się działaniu środowiska zarodkowego i mogą zachować zdolność do 
nieograniczonej proliferacji. W większości linii są to przypadki rzadkie — 
około 20%  analizowanych osobników chimerowych. Są jednak linie, 
w których częstość występow ania osobników z nowotworam i jest w ięk
sza, np. po wprowadzeniu komórek EC linii C17 do blastocysty u 8 ,chi- 
m er na 13 otrzym anych w ystępow ały nowotwory. Częstość występowa
nia nowotworów nie wiąże się z w arunkam i hodowli kom órek EC uży
tych do tworzenia chimer. Nowotwory w ystępują u osobników, u których 
komórki EC pochodziły z hodowli zarówno in vitro, jak  i in vivo. Zdol
ność lub niezdolność do norm alizacji złośliwego fenotypu w ydaje się we-
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w nętrzną właściwością poszczególnych linii kom órek EC, co może w y
pływać z niezdolności tych kom órek do właściwej odpowiedzi na działa
nie środowiska zarodkowego.

Nowotwory obserwowane u chim er zwykle składają się z kom órek 
EC, albo oprócz komórek niezróżnicowanych w ystępują zróżnicowane 
tkanki. Analiza enzymów w tkankach nowotworów wykazała obecność 
zarówno komórek pochodzących z EC, jak  i z komórek zarodka. W iado
mo jednak, że kom órki złośliwe, wchodzące w skład nowotworu, po
chodzą z komórek pochodnych EC [22]. Praw ie połowa zwierząt z no
wotworami m iała tkanki, w których pochodne komórek EC różnicowały 
się normalnie. Początkowo sądzono, że środowisko blastocysty może kon
trolować czy powodować różnicowanie tylko określonej liczby ko
mórek; jeżeli komórek jest więcej, w tedy mogą one wym ykać się 
spod kontroli środowiska zarodka i u trzym ują zdolność do nieogra
niczonej proliferacji [49]. Stwierdzono jednak, że po wprowadzeniu do 
blastocyty pojedynczej komórki EC może powstać osobnik w ykazujący 
chim eryzm  tkanek z rozw iniętym  nowotworem, a więc pojedyncza ko
m órka EC może dać początek zarówno populacji komórek norm alnie róż
nicujących się, jak  i populacji komórek złośliwych [61]. Świadczy to
0 tym, że powstanie osobnika chimerowego z nowotworem  nie musi być 
wynikiem  wprowadzenia do zarodka niejednorodnej populacji kom órek 
EC. Pozostaje otw arte zagadnienie, czy nowotwór powstał z komórek, 
które nie poddały się norm alizującem u wpływowi środowiska zarodka
1 zachowały swój złośliwy fenotyp przez okres rozwoju płodowego, czy 
też różnicowały się normalnie, a w tórnie wróciły do swego złośliwego 
fenotypu.

Pow stanie osobnika wykazującego chim eryzm  tkanek z nowotworem  
po wprowadzeniu jednej komórki EC do blastocysty wskazuje, że decyz
ja zachowania zdolności do nieograniczonej proliferacji lub rozpoczęcia 
różnicowania była podjęta nie wcześniej niż po jednym  przynajm niej 
podziale komórki EC w obrębie blastocysty. Może to sugerować, że p ro 
ces powrotu do fenotypu normalnego czy uzyskanie zdolności do różni
cowania jest procesem trw ającym  przez pewien czas lub może naw et pa
rę cykli komórkowych, przy czym z nieznanych powodów niektóre ko
m órki mogą osiągać wcześniej zdolność do różnicowania, a inne później 
lub wcale. Aby uzyskać różnicowanie komórek EC pod wpływem  che
micznego induktora, jakim  jest kwas retinoidow y w w arunkach in v itro  
[82], konieczne jest działanie tego induktora przez przynajm niej 48 h, tzn. 
więcej niż jeden cykl kom órkowy [57]. Do określenia czasu potrzebnego 
na różnicowanie komórek EC pod wpływem  środowiska zarodka wyko
nano następujące eksperym enty. Agregowano kom órki EC z 8-blastom e- 
rowym  zarodkiem. Agregat komórek hodowano in vitro. Z powstałej chi-
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m erowej blastocysty izolowano węzeł zarodkowy po różnym  czasie ho
dowli zarodka (od 2 do 4 dni hodowli in vitro). Węzeł zarodkowy hodo
wano w w arunkach um ożliwiających im plantację in vitro. W piiejscu 
im plantacji oceniano częstość występowania miejsc charakteryzujących 
się rozrostem  komórek EC [89]. Stwierdzono, że im dłuższy okres, w któ
rym  komórki EC były poddane działaniu komórek zarodkowych, tym 
rzadziej występowały zgrupowania komórek o złośliwym fenotypie. Po 
dwóch dniach hodowli zarodka, w m iejscu im plantacji izolowanego węzła 
zarodkowego zawsze dochodziło do rozrostu komórek nowotworowych, 
podczas gdy po 4-dniowej hodowli zarodka chimerowego komórki nie
zdolne do różnicowania pojaw iały się tylko w 9°/o przypadków. Można 
wobec tego wysnuć wniosek, że regulacja złośliwego fenotypu zachodzi 
stopniowo i nie jednocześnie we wszystkich komórkach. W tej samej 
pracy  stwierdzono, że kom órki EC, które pod wpływem  kom órek zarod
kowych straciły zdolność do nieograniczonej proliferacji i nabyły zdol
ności do różnicowania, zachowują pewne właściwości komórek nowotwo
rowych, odznaczają się mianowicie szybszym tem pem  proliferacji niż 
kom órki zarodka, co może świadczyć o niekom pletnej regulacji złośliwego 
fenotypu [89].

W m ateriale chim er — płodów badanych w połowie ciąży, wiele oso
bników jest obarczonych wadam i rozwojowymi. W ady rozwojowe są róż
ne, począwszy od braku upostaciowanego zarodka poprzez wady cewy 
nerwowej aż do powstania osobnika morfologicznie normalnego, ale o- 
późnionego znacznie w rozwoju [61, 15]. Przy użyciu do tworzenia chi
m er komórek EC niektórych linii w ady w ystępują szczególnie często. 
Z 19 linii komórek EC przeszczepionych do zarodka, 9 nie dawało wad 
rozwojowych, ale 3 z nich nie włączało się w tok rozwoju zarodkowego, 
a 6 dawało bardzo niski procent chimeryzmu, k tóry był obserwowany 
główmie w tkankach pozazarodkowych. Chim ery powstałe po połączeniu 
z zarodkiem  komórek EC pozostałych 10 linii m iały w ady rozwojowe. 
Na 1471 płodów znalezionych w połowie ciąży po przeszczepieniu blas
tocyst chim erowych 280 osobników było chimerami, z czego 157 (56%) 
płodów było opóźnionych w rozwoju lub z wadam i rozwojowymi ([53]: 
przegląd piśmiennictwa). Częstość występow ania nienorm alności i ich 
stopień korelują w niektórych liniach z procentem  chim eryzm u osobni
ka [15], ale w innych liniach duży udział komórek, pochodnych EC w 
ciele chimery, nie łączy się z powstawaniem  wad rozwojowych [53]. 
Fuji i M artin [15] wykonały kontrolne badania rozwoju chim er powsta
łych przez połączenie zarodków w różnym  stadium  rozwoju, a więc agre
gowano m orulę z morulą, m orulę z węzłem zarodkowym i m orulę z ko
m órkam i ektoderm y zarodkowej. Okazało się, że im większa różnica 
w stadium  rozwoju łączonych zarodków, tym  większy procent chim er
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z wadami rozwojowymi. Doświadczenia te mogą sugerować, że częste 
powstawanie chim er z wadam i rozwojowymi wtedy, kiedy kom órki EC 
pochodzą z jednej linii, a brak wad wtedy, kiedy pochodzą z innej linii, 
może wiązać się z różnicą w stadium  rozwoju komórek prekursorow ych 
obu tych linii. Oznaczać to może, że komórki EC, które po połączeniu 
z zarodkiem dają chim ery bez wad rozwojowych, mogą rozwijać się z ko
mórek prekursorow ych mniej zaawansowanych w rozwoju niż kom órki 
EC, które po kom binacji z zarodkiem dają osobniki z wadami.

RÓŻNICE W POTENCJI ROZWOJOWEJ KOMÓREK EC RÓŻNYCH LINII

Przytoczone dane sugerują, że różnice w potencji rozwojowej komó
rek EC różnych linii mogą wynikać z różnic w stopniu zaaw ansow ania 
komórek prekursorow ych poszczególnych linii EC, jeżeli przyjm iem y, 
że decyzja o rozpoczęciu niekontrolow anej proliferacji, bez możliwości 
różnicowania, może być podjęta przez kom órki zarodka w różnym  sta
dium rozwoju embrionalnego. Istnieją dane potw ierdzające tę hipotezę. 
Cechą upodabniającą kom órki EC większości linii do kom órek p ierw ot
nej ektoderm y węzła zarodkowego jest zdolność do tw orzenia p ierw ot
nej endoderm y na powierzchni agregatów komórek EC. Wiadomo, że 
w m iarę postępującego rozwoju zarodka wygasa zdolność do odtw arza
nia endoderm y pierw otnej przez kom órki ektoderm y pierw otnej [62]. 
Wiadomo również, że nie wszystkie linie p luripotentne kom órek EC m ają 
zdolność do tworzenia endoderm y pierwotnej na powierzchni agregatów. 
Na przykład komórki linii PSA-1 tworzą z reguły endoderm ę p ierw ot
ną [38]. Linia ta  pochodzi z 3,5-dniowego zarodka, podczas gdy kom órki 
linii P19, pochodzącej z zarodka 7,5-dniowego, nie odtw arzają endoder
my [25]. Danych przem aw iających za istnieniem  różnic w stopniu za
awansowania w rozwoju komórek prekursorow ych różnych linii EC jest 
więcej. Komórki niektórych linii stopniem  m etylacji pow tarzających się 
odcinków DNA przypom inają kom órki zarodka 7,5-dniowego, podczas 
gdy stopień m etylacji DNA komórek innych linii jest taki sam jak  w oocy- 
cie ([62]: przegląd piśmiennictwa). Większość linii komórek EC myszy, 
podobnie jak komórki późnego węzła zarodkowego, nie jest zdolna do 
tworzenia trofektoderm y; są jednak doniesienia o utw orzeniu kom órek 
trofoblastycznych olbrzym ich przez jedną linię komórek EC [14]. Kom ór
ki EC linii PIO pochodzącej z zarodka 7,5-dniowego po przeszczepieniu 
do blastocysty nie kolonizują pochodnych pierwotnej endoderm y w po
wstałych chim erach [62], podczas gdy komórki EC linii PSA 4, pochodzą
cej z 3,5-dniowej blastocysty, wchodzą w skład tkanek pochodnych p ier
wotnej endoderm y [80]. Różne linie komórek EC charakteryzują się róż
ną kompozycją struk tu ralnych  lipidów błony cytoplazm atycznej [6]. Au
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torki pracy [6] sugerują, że linie kom órek EC odznaczające się obecnoś
cią krótkich łańcuchów gangliozydowych, przypom inają wcześniejsze sta
dium  rozwoju zarodkowego, podczas gdy komórki EC o dłuższych łań
cuchach gangliozydowych są zbliżone do komórek zarodka w później
szych stadiach rozwoju.

Ten krótki przegląd właściwości kom órek EC wskazuje, że chociaż 
w zarodku można wyróżnić wiele typów pluripotentnych, komórek, po
zostaje ciągle niejasne, czy komórki EC można porównać do jakiegoś jed
nego szczególnego typu komórek zarodkowych, w określonym  stadium  
rozwoju. Między kom órkam i EC i zarodka w ystępują znaczne różnice, 
które mogą być jednak spowodowane przez działanie w tórne czynników 
takich jak  w arunki hodowli lub stopień normalności kariotypu. Komór
ki EC nie są zdolne do samodzielnego kontrolowania normalnego rozwo
ju po przeszczepieniu do pęcherzyka trofoblastycznego bez węzła za
rodkowego [43], niektóre linie m ają jednak zdolność do rozpoczęcia różni
cowania i wzięcia udziału w embriogenezie w środowisku normalnego 
zarodka. P luripotentne kom órki zarodka charakteryzują się pow tarzal
nym  wzorcem proliferacji i różnicowania w czasie rozwoju zarodkowe
go, podczas gdy komórki EC cechuje możliwość nieograniczonej prolife
racji. Złośliwość komórek EC albo może być spowodowana autonomiczną 
niezdolnością tych komórek do różnicowania, albo ich proliferacja jest 
niezależna od egzogennych czynników (czynników wzrostu), które w nor
m alnym  rozwoju kontrolują stopień ekspansji populacyjnej. Spośród 
dwóch hipotez dotyczących pochodzenia komórek EC, pierwsza mówi, że 
pula komórek niezróżnicowanych pow staje w w yniku trw ałej, ale odwra
calnej zmiany w ekspresji genów w populacji norm alnych p luripotent
nych komórek. Takie „transform ow ane” kom órki kon tynuują  prolifera
cję w stanie niezróżnicowanym, ponieważ zaszłe w nich nowotworowe 
zm iany redukują zdolność do odpowiedzi na norm alny sygnał do różni
cowania [43], Druga hipoteza mówi, że kom órki EC nie podlegają trans
formacji, lecz reprezentu ją wyselekcjonowaną grupę-populację całko
wicie norm alnych kom órek zarodkowych, które są zaprogram owane do 
podziałów aż do momentu, kiedy otrzym ają właściwy sygnał do różni
cowania. Jeżeli komórki znajdują się w miejscu pozamacicznym, to syg
nał ten  nie jest w ystarczający do kontynuacji normalnego rozwoju za
rodkowego, wobec czego komórki tylko proliferują, bez możliwości róż
nicowania [36].

LITERATURA

[1] ARTZT K., BENNET D., JACOB F., Primitive teratocarcinoma cells express 
a differentiation antigen specified by a gene at the T-locus in the mouse, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 71: 811-814, 1974.

http://rcin.org.pl



54 E. T . M Y STK O W SK A

[2] ARTZT K., DUBOIS P., BENNET D., CONDAMINE H., BABINET C., JA
COB F., Surface antigens common to mouse cleavage embryos and primitive 
teratocarcinoma cells in culture, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 70: 2988-2992,
1973.

[3] BEDDINGTON R. S. B., Histogenetic and neoplastic potential of different 
regions of the mouse embryonic egg cylinder, J. Embryol. exp. Morph., 75: 
189-204, 1983.

[4] BERNSTINE E. G., HOOPER M. L., GRANDCHAMP S., EPHRUSSI B., Alka
line phosphatase activity in mouse teratoma, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 7 0 :  

3899-3903, 1973.
[5] BRINSTER R. L., The effect of cells transferred into the mouse blastocyst 

on the subsequent development, J. Exp. Med., 140: 1049-1056, 1974.
[6] COULON-MORELEC M. J., BUC-CARON M. H., Lipid patterns of embryonal 

carcinoma cell lines and their derivatives: changes with differentiation, De
velop. Biol., 83: 278-290, 1981.

[7] CRONMILLER C., MINTZ B., Karyotypic normalcy and quasi normalcy of 
developmentally totipotent mouse teratocarcinoma cells, Develop. Biol., 6 7 :  

465-477, 1978.
[8] DAMJANOV I., SOLTER D., Experimental teratoma, Curr. Top. Pathol., 59: 

69-130, 1974.
[9] DIWAN S. B., STEVENS L. C., Development of teratomas from the ectoderm  

of mouse egg cylinders, J. Natl. Cancer Inst., 57: 937-942, 1976.
[10] DUNN G. R., STEVENS L. C., Determination of sex of teratomas derived 

from early mouse embryos, J. Natl. Cancer Inst., 4 4 :  99-102, 1970.
[11] EDIDIN M., PATTHEY H. L., McGUIRE E. J. P., SHEFFIELD W. D., An 

antiserum to „embryoid body” tumor cells that reacts with normal mouse 
embryos, [w] Embryonic and fetal antigens in cancer (wyd. N. G. Anderson 
i J. H. Coggin, Jr), Oak Ridge, Tennessee: Oak Ridge National Laboratory, 
239-248, 1971.

[12] EPPIG J. J., KOZAK L. P., EICHER E. M„ STEVENS L. C., Ovarian tera
tomas in mice are derived from oocytes that have completed the first 
meiotic division, [w] Genetic mosaics and chimeras in mammals (wyd. L. B. 
Russel), Plenum Press, New York, 33-37, 1978.

[13] EVANS M. J., KAUFMAN M. H., Establishment in culture of pluripotential 
cells from mouse embryos, Nature (London), 292: 154-156, 1981.

[14] — Pluripotential cells grown directly from normal mouse embryos, Cancer 
Surv., 2: 185-207, 1983.

[15] FUJI J. T., MARTIN G. R., Developmental potential of teratocarcinoma stem  
cells in utero following aggregation with cleavage-stage mouse embryos, J. 
Embryol. exp. Morph., 7 4 :  79-96, 1983.

[16] GACHELIN A., The cell surface antigens of mouse embryonal carcinoma 
cells, Biochim. Biophys. Acta, 516: 27-60, 1978.

[17] GARDNER R. L., Mouse chimeras obtained by the injection of cells into the 
blastocyst, Nature, 220: 596-597, 1968.

[18] GRAHAM C. F., Teratocarcinoma cells and normal mouse embryogenesis, [wr] 
Concepts in mammalian embryogenesis (wyd. M. J. Sherman i C. F. Graham), 
MIT Press, Cambridge, 315-394, 1977.

[19] HEATH J. K., Regulation of murine embryonal carcinoma cell proliferation 
and differentiation, Cancer Surv., 2: 141-164, 1983.

[20] HOGAN B. L. M., Teratocarcinoma cells as a model for mammalian deve-

http://rcin.org.pl



NOW OTW ORY EM B R IO N A LN E 55

lopment, [w] International review of biochemistry, biochemistry of cell dif
ferentiation II (wyd. J. Paul), University Park Press, Baltimore, 1 5 :  333-376, 
1977.

[21] HSU Y. C., BASKAR J., Differentiation in vitro of normal mouse embryosi 
and mouse embryonal carcinoma, J. Natl. Cancer Inst., 53: 177-185, 1974.

[22] ILLMENSEE K., MINTZ B., Totipotency and normal differentiation of single 
teratocarcinoma cells cloned by injection into blastocyst, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 73: 549-553, 1976.

[23] JACOB F., Mouse teratocarcinoma and embryonic antigens, Immunol. Rev., 
33: 3-32, 1977.

[24] JAMI J., RITZ E., Multipotentiality of single cells of transplantable te- 
ratocarcinomas derived from mouse embryo grafts, J. Natl. Cancer Inst., 52: 
1547-1552, 1974.

[25] JONES-VILLENEUVE E. M. V., McBURNEY M. W., ROGERS K. A., KAL- 
NINS V. J., Retinoic acid induces embryonal carcinoma cells to differentiate 
into neurons and glial cells, J. Cell Biol., 94: 253-262, 1982.

[26] KAHAN B. W., EPHRUSSI B., Developmental potentialities of clonal in 
vivo cultures of mouse testicular teratoma, J. Natl. Cancer Inst., 4 4 :  1015— 
1036, 1970.

[27] KEMLER R., BABINET C., EISEN H., JACOB F., Surface antigen in early 
differentiation, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 7 4 :  4449-4452, 1977.

[28] KLEINSMITH L. J., PIERCE B., Multipotentiality of single embryonal car
cinoma cells, Cancer Res., 24: 1544-1552, 1964.

[29] LINDER D., Gene loss in human teratomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 63: 
699-704, 1969.

[30] LINDER D., POWER J., Further evidence for post-meiotic origin of teratomas 
in the human female, Ann. Hum. Genet., 34: 21-30, 1970.

[31] LOVELL-BADGE R. H., EVANS M. J., Changes in protein synthesis during 
differentiation of embryonal carcinoma cells and comparison with embryo 
cells, J. Embryol. exp. Morph., 59: 187-206, 1980.

[32] LYON M. F., X-chromosome inactivation and developmental patterns in mam
mals, Biol. Rev., 4 7 :  1-35, 1972.

[33] MARTIN G. R., Teratocarcinoma as a model system for the study of embryo- 
genesis and neoplasia, Review, Cell, 5: 229-243, 1975.

[34] MARTIN G. R., Advantages and limitations of teratocarcinoma stem cells as 
a model of development, [w] Development in mammals, vol. 3 (wyd. M. H. 
Johnson), Amsterdam, New York, Oxford, 225-266, 1978.

[35] — Teratocarcinomas and mammalian embryogenesis, Science, 2 0 9 :  768—772,
1980.

[36] — Isolation of a pluripotent cell line from early mouse embryos cultured in  
medium conditioned by teratocarcinoma stem cells, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 7 8 :  7634-7638, 1981.

[37] MARTIN G. R., EPSTEIN C. J., TRAVIS B., TUCKER G., YATZIV S., MAR
TIN D. W. M. Jr., CLIFT S., COHEN S., X-chromosome inactivation during 
differentiation of female teratocarcinoma stem cells in vitro, Nature, 2 7 1 :

327-333, 1978.
[38] MARTIN G. R., EVANS M. J., Differentiation of clonal lines of teratocar

cinoma stem cells: Formation of embryoid bodies in vitro, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 7 2 :  1441-1445, 1975.

[39] MARTIN G. R., WILEY L. M„ DAMJANOV I., The development of cystic

http://rcin.org.pl



56 E. T. M Y STK O W SK A

embryoid bodies in vitro from clonal teratocarcinoma stem cells, Develop. 
Biol., 6 1 :  230-244, 1977.

[40] McBURNEY M.-W., ADAMSON E. D., Studies on the activity of the X-chro- 
mosome in female teratocarcinoma cells in culture, Cell, 9: 57-70, 1976.

[41] MINTZ B., Formation of genotypically mosaic mouse embryos, Amer. Zool., 
2: 432, 1962.

[42] MINTZ B., CRONMILLER C., METT-1: a karyotypically normal in vitro 
line of developmentally totipotent mouse teratocarcinoma cells, Somatic Cell 
Genetics, 7 :  489-505, 1981.

[43] MINTZ B., FLEISCHMAN R. A., Teratocarcinoma and other neoplasms as 
developmental defects in gene expression, Adv. Cane. Res., 34: 211-278,
1981.

[44] MINTZ B., ILLMENSEE K., Normal genetically mosaic mice produced from  
malignant teratocarcinoma cells, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 72: 3585-3589, 
1975.

[45] MINTZ B., ILLMENSEE K., GEARHART J. D., Developmental and experimental 
potentialities of mouse teratocarcinoma cells from embryoid body cores, [w] 
Teratomas and Differentiation (wyd. M. I. Sherman, D. Solter), Academic 
Press, Inc., London, 59-82, 1975.

[46] MONK M., A stem-line model for cellular and chromosomal differentiation, 
Differentiation, 1 9 :  71-76, 1981.

[47] MONK M., HARPER M. I., Sequential X chromosome inactivation coupled 
with cellular differentiation in early mouse embryos, Nature, London, 281: 
311-313, 1979.

[48] OŻDZEŃSKI W., Observations on the origin of primordial germ cells in the 
mouse, Zool. Pol., 1 7 :  65-78, 1967.

[49] PAPAIOANNOU V. E., Interactions between mouse embryos and teratocar- 
cinomas, [w] Cell lineage, stem cells and cell determination, 1NSERM Sym
posium No. 10 (wyd. N. LeDouarin), 141-155, 1979.

[50] PAPAIOANNOU V. E., GARDNER R. L., Investigation of the lethal yellow  
A/Ay embryo using mouse chimaeras, J. Embryol. exp. Morph., 52: 153-163, 
1979.

[51] PAPAIOANNOU V. E., GARDNER R. L., McBURNEY M. W., BABINET C., 
EVANS M. J., Participation of cultured teratocarcinoma cells in mouse em-
bryogenesis, J. Embryol. exp. Morph., 4 4 :  93-104, 1978.

[52] PAPAIOANNOU V. E., McBURNEY M. W., GARDNER R. L., EVANS M. J., 
Fate of teratocarcinoma cells injected into early mouse embryos, Nature, 
258: 70-73, 1975.

[53] PAPAIOANNOU V. E., ROSSANT J., Effects of the embryonic environment 
on proliferation of embryonal carcinoma cells, Cancer Surv., 2: 165-183, 
1983.

[54] PIERCE G. B., DIXON F. J., Testicular teratomas. I. Demonstration of te- 
ratogenesis by metamorphosis of multipotential cells, Cancer, 1 2 :  573-583, 
1959.

[55] PIERCE G. B., Jr., MIDGLEY A. R. Jr., RAM J. S., FELDMAN J. D., Pa
rietal yolk sac carcinoma: a clue to the histogenesis of Reichert’s membrane
of the mouse embryo, Amer. J. Path., 4 1 :  549-566, 1962.

[56] RASTAN S., Timing of X-chromosome inactivation in postimplantation mouse 
embryos, J. Embryol. exp. Morph., 7 1 :  11-24, 1982.

[57] REES A. R., ADAMSON E. D., GRAHAM C. F., Epidermal growth factor

http://rcin.org.pl



NOW OTW ORY E M B R IO N ALN E 57

receptors increase during the differentiation of embryonal carcinoma cells, 
Nature, 281: 309-411, 1979.

[58] ROSENTHAL M. D., WISHNOW R. M., SATO G. H., In vitro growth and 
differentiation of clonal populations of multipotential mouse cells derived 
from a transplantable testicular teratocarcinoma, J. Natl. Cancer Inst., 4 4 :  

1001-1014, 1970.
[59] ROSENSTRAUS M. J., STERMAN B., CARR A., BRAUD L., Fibroblast feeder 

layers inhibit differentiation of retinoic acid-treated embryonal carcinoma 
cells by increasing the probability of stem cell renewal, Exp. Cell Res., 1 5 2 :  

378-389, 1984.
[60] ROSSANT J., Investigation of the determinative state of the mouse inner 

cell mass II. The fate of isolated inner cell masses transferred to the oviduct, 
J. Embryol. exp. Morph., 33: 991-1001, 1975.

[61] ROSSANT J., McBURNEY M. W., The developmental potential of a euploid 
male teratocarcinoma cell line after blastocyst injection, J. Embryol. exp. 
Morph., 70: 99-112, 1982.

[62] ROSSANT J., PAPAIOANNOU V. E., The relationship between embryonic, em
bryonal carcinoma and embryo derived stem cells, Cell Differentiation, 1 5 :  

155-161, 1984.
[63] SATO M., MURAMATSU T., Reactivity of five N-acetylgalactosamine recog

nizing lectins with preimplantation embryos, early postimplantation embryos, 
and teratocarcinoma cells of the mouse, Differentiation, 29: 29-38, 1985.

[64] SHERMAN M. I., MILLER R. A., F9 embryonal carcinoma cells can differen
tiate into endoderm-like cells, Develop. Biol., 63: 27-34, 1978.

[65] SMITH T. A., HOOPER M. L., Medium conditioned by feeder cells inhibits, 
the differentiation of embryonal carcinoma cultures, Exp. Cell Res., 1 4 5 :  

458-462, 1983.
[66] SOLTER D., KNOWLES B. B., Immunosurgery of mouse blastocyst, Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA, 7 2 :  5099-5102, 1975.
[67] — Monoclonal antibody defining a stage specific mouse embryonic antigen 

(SSEA-1), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 7 5 :  5565-5569, 1978.
[68] SOLTER D., DOMINIS M., DAMJANOV I., Embryo derived teratocarcinoma: 

the role of strain and gender in the control of teratocarcinogenesis, Int. J. 
Cancer, 24: 770-772, 1979.

[69] STEVENS L. C., Studies on transplantable testicular teratomas of strain 
129 mice, J. Natl. Cancer Inst., 2 0 :  1257-1276, 1958.

[70] — Embryology of testicular teratomas in strain 129 mice, J. Natl. Cancer 
Inst., 23: 1249-1295, 1959.

[71] — Testicular teratomas in fetal mice, J. Natl. Cancer Inst., 2 8 :  247-268, 1962.
[72] — Experimental production of testicular teratomas in mice, J. Natl. Cancer

Inst., 52 : 654, 1964.
[73] — Experimental production of testicular teratomas in mice of strain 129,

A/He, and their Fi hybrids, J. Natl. Cancer Inst., 4 4 :  929-932, 1970a.
[74] — Environmental influences on experimental teratogenesis in testes of mice, 

J. Exp. Zool., 1 7 4 :  407-414, 1970b.
[75] — The development of transplantable teratocarcinomas from intratesticular 

grafts of pre- and post-implantation mouse embryos, Develop. Biol., 2 1 :  364- 
382, 1970c.

[76] — A new inbred subline of mice (129/terSv) with a high incidence of spon-

http://rcin.org.pl



58 E. T. M Y STK O W SK A

taneous congenital testicular teratomas, J. Nati. Cancer Inst., 5 0 :  235-242,
1973.

[77] STEVENS L. C., HUMMEL K. P., A description of spontaneous congenital 
testicular teratomas in strain 129 mice, J. Natl. Cancer Inst., 1 8 :  719-721, 
1957.

[78] STEVENS L. C., VARNUM D. S., The development of teratomas from par- 
thenogenetically activated ovarian mouse eggs, Develop. Biol., 3 7 :  369-380,
1974.

[79] STEWART C. L., Aggregation between teratocarcinoma cells and preimplan
tation mouse embryos, J. Embryol. exp. Morph., 58: 289-302, 1980.

[80] — Formation of viable chimaeras by aggregation between teratocarcinomas 
and preimplantation mouse embryos, J. Embryol. exp. Morph., 6 7 :  167-179,
1982.

[81] STEWART T. A., MINTZ B., Successive generations of mice produced from  
an established culture line of euploid teratocarcinoma cells, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 7 8 :  6314-6318, 1981.

[82] STRICKLAND S., MAHDAVI V., The induction of differentiation in terato
carcinoma stem cells by retinoic acid, Cell, 1 5 :  393-403, 1979.

[83] STRICKLAND S., REICH E., SHERMAN M. L., Plasminogen activator in 
early embryogenesis: enzyme production by trophoblast and parietal endo- 
derm, Cell, 9 :  231-240, 1976.

[84] TAKACI N., SUGAWARA O., SASAKI M., Regional and temporal changes 
in the pattern of X-chromosome replication during the early postimplantation 
development of the female mouse, Chromosoma, 8 5 :  275-286, 1982.

[85] TARKOWSKI A. K., Mouse chimaeras developed from fused eggs, Nature, 
1 9 0 :  857-860, 1961.

[86] UNO K., A correlation between the capacity of cavity formation and the 
subsequent differentiation of teratocarcinoma embryoid body line, J. Embryol. 
exp. Morph., 69: 127-140, 1982.

[87] WILLISON K. R., KAROL R. A., SUZUKI A., KUNDU S. K., MARCUS D. M., 
Neutral glycolipids antigens as developmental markers of mouse teratocar
cinoma and early embryos: an immunological and chemical analysis, J. Im
munol., 1 2 9 :  603-609, 1982.

[88] WILLISON K. R., STERN P. L., Expression of a Forssman antigenic speci
ficity in the preimplantation mouse embryo, Cell, 1 4 :  785-793, 1978.

[89] XIE H. X., TAKEICHI M., OGOU S. I., OKADA T. S., A brief contact with  
early embryonic cells induces the differentiation of embryonal carcinoma cells, 
Develop. Growth Differ., 24: 513-520, 1982.

O trzym ano: 11 czerw ca  1987.
P rzy ję to : 28 czerw ca  1987.
A dres au torki: ul. C hałubińskiego 5, 02-004 W arszaw a.

http://rcin.org.pl



P O S T Ę P Y  B IO L O G II K O M Ó R K I TO M  15, N R  1, 1988 (59-76)

RÓŻNORODNOŚĆ I WZAJEMNE ODDZIAŁYWANIE 
SUBPOPULACJI KOMÓREK NOWOTWOROWYCH

HETEROGENEITY AND TUMOUR SUBPOPULATION INTERACTIONS

Leon STRZĄDAŁA

Zakład Immunologii Nowotworów, Instytut Immunologii i Terapii Doświadczalnej
PAN

Streszczenie.  W pracy przedstawiono aktualne poglądy na temat heterogenności 
komórek nowotworowych pod względem zdolności do przerzutowania, interakcji 
między ich subpopulacjami oraz niestabilności fenotypowej subpopulacji klonalnych. 
Przedstawiono koncepcję równowagi w heterogennej populacji komórek 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 w yniku badań ostatnich lat um acnia się pogląd, że nowotwór tw o
rzą różne populacje kom órek wykazujące znaczną heterogenność pod 
względem  wielu cech biologicznych. N aw et jeżeli nowotwór wywodzi się 
z pojedynczej stransform ow anej komórki, to populacja kom órek nowo
tw orow ych będzie po pewnym  czasie fenotypowo heterogenna, co ozna
cza, że dana cecha nie będzie jednakowo wyrażona we wszystkich ko
m órkach populacji nowotworowej. To stw ierdzenie w ypiera długo panu
jący  pogląd o nowotworze jako zbiorze identycznych, anarchicznie za
chow ujących się komórek, k tóre w ym knęły się spod kontroli gospodarza 
i nam nażają się w sposób chaotyczny i niepoham owany. Założenie o ho- 
mogenności kom órek nowotworowych długo ciążyło na badaniach nad 
nowotworam i, jak  i na poszukiw aniu sposobów skutecznej terapii, mimo 
że pierwsze dane o heterogenności nowotworów pojaw iły się już w cza
sach Virchowa [25]. Zjawisko heterogenności nie jest unikatow e dla 
nowotworów, w ystępuje również w tkankach prawidłowych, jednakże
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w m niejszym  stopniu [47, 22]. W nowotworach heterogenność dotyczy 
takich cech jak : utkanie histologiczne, morfologia komórek, m arkery  
chromosomalne, antygeny powierzchniowe, skład glikoproteidów, gliko
lipidów, enzymów, wrażliwość na leki, wrażliwość na naprom ienianie 
i na m echanizm y odpornościowe gospodarza, zdolność do adhezji, inwa- 
zyjności czy wreszcie zdolność do przerzutow ania [14, 42, 44]. W tej p ra
cy omówimy ostatnią z wym ienionych cech, gdyż stanowi ona jedną 
z głównych przyczyn niepowodzeń w leczeniu nowotworów [24].

PROGRESJA NOWOTWOROWA

Populacja komórek nowotworowych zmienia się w czasie i u danego 
osobnika jest różna w różnych stadiach choroby. Foulds [20] opisał 
to zjawisko jako progresję nowotworową, czyli nabyw anie stałej, nie
odwracalnej zmiany jakościowej w jednej lub więcej cechach nowotwo
ru. Ewolucja nowotworu jest stopniowa i prowadzi do zwiększania jego 
autonom ii. P ierw otną koncepcję Fouldsa rozwinął Noweli [45] zakłada
jąc, że proces progresji nowotworowej jest wynikiem  nabyw ania przez 
kom órki nowotworowe labilności genetycznej, co pozwala na ciągłą se
lekcję subpopulacji wariantowych.

Proliferacja komórki nowotworowej w jej unikatow ym  m ikrośrodo- 
wisku prowadzi w konsekwencji do pojaw ienia się w ariantów  komórko
wych wśród jej potomstwa. Ażeby przeżyć i proliferować w konkuren
cyjnej populacji innych komórek nowotworowych, w arian ty  komórkowe 
m uszą mieć przewagę nad pozostałymi komórkami nowotworu. N ieuda
ne w arian ty  komórkowe, np. silnie imm unogenne lub bez receptorów 
dla czynników wzrostu będą niszczone przez m echanizm y obronne gos
podarza lub u tracą zdolność do odpowiedzi na sygnały m ikrośrodowiska 
podtrzym ujące wzrost i różnicowanie. Przeciwnie, w arian ty  o cechach 
konkurencyjnych w porównaniu z sąsiadami mogą dać początek nowej 
subpopulacji, k tóra ostatecznie może stać się dominującą. Zm iany w zna
czeniu poszczególnych subpopulacji mogą w ciągu pewnego okresu pro
wadzić do w yodrębnienia subpopulacji o rozbieżnych właściwościach 
i o zwiększonej zdolności do przeżycia i u trzym ania w zrostu {43]. Nowo
tw ory w stadium  zaawansowanej progresji mogą przedstaw iać zadzi
w iającą mozaikę różnorodnych subpopulacji z praw ie nieograniczoną 
zmiennością fenotypową.

Nie jest spraw ą rozstrzygniętą, jakie mechanizm y są odpowiedzialne 
za generow anie heterogenności. Koncepcja progresji nowotworowej Foul
dsa i Nowella opiera się na założeniu, że zmiany w cechach fenotypo- 
w ych kom órek nowotworowych spowodowane są przypadkow ym i m uta
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cjam i somatycznym i, w ystępującym i w związku ze zwiększoną niesta
bilnością genetyczną. W raz z postępowaniem progresji nowotworowej 
powinna zwiększać się niestabilność genetyczna [20, 45]. Słuszność tego 
założenia potwierdzili doświadczalnie Cifone i Fidler [5]. Porów nując 
linie nowotworowe wysoko i nisko przerzutujące, stw ierdzili 3-7-krot- 
ny  w zrost liczby spontanicznych m utacji w liniach wysoko przerzutu- 
jących w  porównaniu z nisko przerzutującym i. Zwiększona liczba spon
tanicznych m utacji nie może być jednak jedyną przyczyną różnorodnoś
ci fenotypowej obserwowanej w nowotworach. Odmiany fenotypowe 
w ystępują bowiem ze znacznie wyższą częstotliwością, niż w ynikałoby 
to z liczby spontanicznych m utacji [4, 23, 48]. Obserwuje się również 
drastyczne zmiany w fenotypie kom órek nowotworowych, szczególnie 
w przypadku zdolności do przerzutow ania, które trudno wyjaśnić zja
wiskiem m utacji genetycznej [7, 32, 38].

W powstaw aniu różnorodnych kom órek nowotworowych mogą brać 
udział również zmiany epigenetyczne, powodujące zmianę w ekspresji 
genów, bez zmian w sekwencji DNA. K erbel uzyskał dane wskazujące, 
że szybkie, niestabilne zm iany fenotypowe komórek nowotworowych 
mogą być związane z hypom etylacją DNA. W czasie normalnego pro
cesu różnicowania wiele genów wyłączanych jest przez m etylację cyto- 
zyny w DNA, a włączanych przez dem etylację [53], Zm ieniając stopień 
m etylacji DNA poprzez zastosowanie analogu cytozyny, otrzym ano gw ał
towną zmianę fenotypową (u tra ta  tumorogenności) w 80% badanych 
klonów nowotworowych. Zm iany te były niestabilne i klony stopniowo 
w racały do fenotypu wyjściowego [30]. Inni autorzy wykazali, że zm ia
ny w stopniu m etylacji DNA komórek nowotworowych powodują induk
cję fenotypu przerzutowego oraz zm iany we wrażliwości komórek na 
lizę przez cytotoksyczne lim focyty T [1, 46],

Schirrm acher zaproponował model powstawania heterogenności, w 
którym  sygnały z m ikrośrodowiska w postaci czynników rozpuszczalnych, 
kontaktu kom órek z m acierzą międzykomórkową czy kontaktu  pomiędzy 
kom órkam i mogą aktywować program y genetyczne w komórkach nowo
tworowych, wywołując zmiany fenotypowe podobne do tych, jakie w y
stępują w  czasie normalnego różnicowania [54]. W modelu tym  rola 
czynników ustrojow ych nie sprowadza się jedynie do selekcji, ale obej
m uje również indukcję nowych odmian fenotypowych wśród kom órek 
nowotworowych. W yniki uzyskane przez Beatseliera i współpr. zdają 
się wskazywać na taką możliwość [3]. Komórki mysiego chłoniaka 
BW 5145, podane dośledzionowo, nabyw ają zdolności do przerzutow ania. 
Na powierzchni tych komórek w ystępuje pierwotnie jedynie antygen 
Thy 1, brak  natom iast antygenów  Lyt 1 i Lyt 2, co może być związane 
z zatrzym aniem  się kom órek na pewnym  etapie różnicowania lim focy
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tów T. Na komórkach przerzutów  pojaw ia się oprócz antygenu ,Thy 1, 
antygen Lyt 1 nieobecny na linii wyjściowej. W yjaśniając to zjaw isko 
bierze się pod uwagę możliwość aktyw acji „śpiących” genów w lin ii 
BW 5145 przez środowisko śledziony, co uwidacznia się ekspresją an ty 
genu Lyt 1. Komórki uzyskują fenotyp bardziej zróżnicowanego lim fo
cytu T i nabyw ają zdolności do przerzutow ania.

Inny mechanizm może polegać na spontanicznej fuzji komórki now o
tworowej z kom órką praw idłową gospodarza. N ieprzerzutujące kom órki 
plazmocytoma czy chłoniaka komórek T w w yniku fuzji in vitro z p ra 
widłowymi lim focytam i B czy aktyw owanym i lim focytam i T nabyw ały 
zdolności do przerzutow ania [2, 3, 28, 31]. Na kilku modelach now otw o
rów doświadczalnych stwierdzono, że pojawianie się nowej cechy, zdol
ności do przerzutow ania, spowodowane było spontaniczną fuzją in vivo 
komórki nowotworowej z kom órkam i gospodarza. Komórki izolowane 
z przerzutów  m iały oprócz antygenów powierzchniowych, charak tery 
stycznych dla komórek nowotworowych, również antygeny gospodarza. 
Prace wskazujące na to, że komórki nowotworowe rosnące in vivo mogą 
ulegać fuzji z kom órkam i praw idłowym i gospodarza, pojaw iały się już  
wcześniej, z tym  że nie odnoszono tego zjawiska do w yjaśnienia h e te 
rogenności i progresji nowotworowej. Jedynie Goldenberg [21] sugero
wał, że tworzenie się przerzutów  nowotworu ludzkiego rosnącego u cho
mika spowodowane było fuzją ludzkich komórek nowotworowych z p ra 
widłowymi komórkami chomika. W literaturze pojaw iają się również 
koncepcje tłumaczące niestabilność genetyczną komórek nowotworowych 
zmianami w sekwencjach niekodujących, które stanow iąc przew ażającą 
część genomu, mogą być głównym celem kancerogenów. Zm iany w tych 
sekwencjach odpowiedzialne byłyby za zmniejszoną stabilność genomu, 
objaw iającą się zwiększoną częstością przegrupowań genów s tru k tu ra l
nych i ich sekwencji regulacyjnych, co w konsekwencji prowadziłoby do 
powstawania w ariantów  fenotypowych [6]. W pow staw aniu różnorod
ności komórek nowotworowych postuluje się również udział onkogenów 
oraz mechanizmów podobnych do tych, które biorą udział w tw orzeniu 
różnorodności immunoglobulin [43, 44]. Tak więc powstawanie mozaiki 
fenotypowo różnych subpopulacji w nowotworze złośliwym można tłu 
maczyć wieloma mechanizmami. W czasie w zrostu progresywnego pod 
wpływem nacisków selekcyjnych zarówno naturalnych, jak  i sztucznych 
(np. terapia) mozaika ta  staje się dynam iczna i zm ienna zarówno pod 
względem liczby, jak i na tu ry  tworzących ją  subpopulacji. Wielość m e
chanizmów prowadzących do heterogenności może dodatkowo zwiększać 
różnorodność komórkową, gdyż progresja nowotworowa może podążać 
równolegle wieloma drogami, a nie według jednego stałego wzorca [51].
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HETEROGENNOŚĆ KOMÓREK NOWOTWOROWYCH POD WZGLĘDEM 
ZDOLNOŚCI DO PRZERZUTOWANIA

B adania na kilku modelach doświadczalnych potwierdziły oryginalną 
obserw ację Fidlera [11], że nowotwory złośliwe są heterogenne pod 
względem zdolności do przerzutow ania. Fidler i Kripke [12] z zawiesiny 
kom órek czerniaka K-1735 uzyskali kilkanaście klonów. Mimo że klony 
te pochodziły z pojedynczego nowotworu przerzutującego do płuc (śred
nio 33 przerzuty/m ysz), to różniły się znacznie zdolnością do przerzuto- 
wania. 7 spośród nich dawało od 1 do 7 przerzutów/m ysz, 4 Jdony od 
20 do 90 przerzutów/m ysz, a 5 klonów nie przerzutow ało w ogóle. Brak 
zdolności do przerzutow ania nie jest cechą bezwzględną i w nowotworze 
złośliwym obecne są subpopulacje aktualnie nieprzerzutujące, które jed
nak w sprzyjających w arunkach mogą ujaw nić tę zdolność. W ynika to 
ze złożoności wieloetapowego procesu przerzutow ania (rye. 1). Komór-

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

ka, k tó ra  nie jest w stanie pokonać chociaż jednego ze stopni, tzw. kaska
dy przerzutow ania, nie jest w stanie utworzyć przerzutu [24], Trudność 
w pokonaniu wszystkich bez w yjątku stopni przerzutow ania sprawia, że 
jest ono procesem mało w ydajnym  [57]. Po dożylnym podaniu komórek 
nowotworu przerzutującego większość z nich ginie w ciągu 24 godz.,
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przeżywa tylko 0,1% komórek, które następnie dają przerzuty  [10]. 
W nowotworze złośliwym można więc wyróżnić dwie główne subpopula- 
cje: zdecydowanie przew ażającą ilościowo subpopulację nieprzerzutu- 
jącą oraz niewielką subpopulację przerzutującą, przy czym w skład sub
populacji nieprzerzutującej wchodziłyby komórki, które są w  stanie 
pokonać wiele stopni kaskady przerzutow ania, lecz nie wszystkie.

Przykładem  takiej sytuacji mogą być w yniki badań nad przerzuto- 
waniem  w ariantów  komórkowych uzyskanych z linii LL2 raka płuc Lewis 
czy białaczki MDAY-D [9, 33]. W arianty komórkowe linii LL2 oporne na 
3 różne lektyny, po podaniu podskórnym  komórek rosły w form ie guza, 
nie tworząc przerzutów  w płucach. Należały więc w linii wyjściowej do 
subpopulacji nieprzerzutującej. Po podaniu dożylnym podlinia LL2-AAA 
oporna na lektynę z Aleuria Aurantia, przerzutow ała i to w stopniu 
większym  niż linia m acierzysta, natom iast 2 pozostałe podlinie nadal 
m iały ograniczoną zdolność do tw orzenia przerzutów. Oznacza to, że 
podlinia LL2-AAA nie przerzutow ała na skutek niemożności dotarcia 
kom órek do naczyń krwionośnych. Jeżeli komórki te jednak znalazły się 
w krwiobiegu, to były już w stanie pokonać pozostałe etapy prowadzące 
do powstania przerzutu, a więc potrafiły  przeżyć w krwiobiegu, zatrzy
m ać się w płucach, przekroczyć ścianę naczyń i zapoczątkować prolife
rację w nowym miejscu. Z kolei podlinia w ariantow a LL2WGA (oporna 
na lektynę z kiełków pszenicy) zdolna była do tw orzenia przerzutów, 
jeżeli podana była dożylnie, ale biorcy uprzednio traktow anem u cyklo- 
fosfamidem. Przeszkodą w przerzutow aniu tej podlinii były szeroko ro
zum iane m echanizm y obronne gospodarza, wrażliwe na cyklofosfamid. 
Podobną sytuację obserwowano w przypadku nowotworu MDAY-D2 m y
szy DBA/2 i uzyskanych z niego w ariantów  antygenow ych [33].

Przykładem  komórek, które są w stanie pokonać wszystkie stopnie 
przerzutow ania z w yjątkiem  ostatniego, tzn. podjęcia proliferacji w no
wym  miejscu, są kom órki znajdow ane w narządzie docelowym, w tzw. 
stanie uśpionym  (dorm ant state). Podanie podskórne myszom komórek 
raka  sutka 16/c powoduje miejscowy wzrost guza, nie obserw uje się jed 
nak przerzutów  w płucach. Komórki nowotworowe są jednak  tam  obec
ne, gdyż przeszczepienie płuc nosiciela pod skórę nowego biorcy powo
du je  pojawienie się guza [52].

INTERAKCJE MIĘDZY SUBPOPULACJAMI KOMÓREK NOWOTWOROWYCH

Fakt, że nowotwór jest heterogenny, nasuwa pytanie, czy tworzące 
go subpopulację kom órek o różnych cechach fenotypowych zachowują 
się jak autonomiczne jednostki, czy też wchodzą w interakcje, w pływ a
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jąc w zajem nie na siebie. Gdyby składowe subpopulacje nowotworu były 
autonomiczne, to wolno nam nażające się subpopulacje byłyby szybko 
przerastane. Ponieważ można z tego samego nowotworu wyizolować 
komórki znacznie różniące się tumorogennością, można więc założyć 
istnienie w ew nątrznow otw orow ych m echanizmów homeostazy, pozwala
jących współistnieć szybko i wolno rosnącym  subpopulacjom. To rozu
m owanie było podstawą dla H eppner i współpr. do stworzenia układu 
modelowego, pozwalającego badać oddziaływania między subpopulacjam i 
komórek nowotworowych i w ten sposób w niknąć w „ekologię nowo
tw oru” [26, 35]. Układ doświadczalny składał się z 5 subpopulacji 
otrzym anych z pojedynczego spontanicznego raka sutka samicy m yszy 
BALB/cxC3H; 4 z nich izolowano z kom órek guza pasażowanych in  
vitro, a p iątą z przerzutu płucnego [8].

In terakcje wzrostowe badano podając kom órki poszczególnych sub
populacji podskórnie w przeciwległe boki tej samej myszy. Porów nując 
wzrost guzów rosnących w  układzie obustronnym  ze wzrostem jednostron
nego przeszczepu każdej z subpopulacji oraz wzrostem dwóch przeszcze
pów tej samej subpopulacji, można było określić, czy obecność jednych 
komórek wpływa na wzrost drugich. Okazało się, że subpopulacje ozna
czone 66 i 67 w zajem nie ham ują swój wzrost, subpopulacja oznaczona 
168 stym uluje wzrost 68H, natom iast subpopulacja 168 jest ham ow ana 
zarówno przez 410, jak  i przez 68H [26, 35] (ryc. 2).

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

Podobne zjawisko in terakcji m iędzy subpopulacjam i komórek nowo
tworowych może występować w przypadku ham ow ania wzrostu przerzu
tów przez guz pierw otny [34]. Stwierdzono również, że nietum orogenny 
klon czerniaka B16 ham uje tumorogenność innych klonów B16, jeżeli 
zmiesza się je razem  przed podaniem  do myszy [41].
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Interakcje badano również in vitro, zakładając hodowle poszczegól
nych subpopulacji w form ie hodowli jednow arstw ow ej na oddzielnych 
szkiełkach nakryw kowych. Szkiełka umieszczano następnie we wspólnej 
szalce Petriego i zalewano płynem  hodowlanym. Subpopulacje 168 oraz 
68 hamowały wzrost innych subpopulacji, natom iast pozostałe linie nie 
wykazywały żadnej aktywności [26, 27]. Aktywność ham ującą można 
było przenieść za pomocą supernatan tu  znad hodowli komórek 168.

Interakcje dotyczyły również innych cech, jak  wrażliwość na leki 
czy zdolność do przerzutow ania. Stosując ten  sam układ doświadczalny 
in vivo, stwierdzono, że obecność komórek subpopulacji 168 zwiększa 
wrażliwość na cyklofosfamid dosyć opornej na ten  lek linii 410. Odmien
nie niż przy in terakcji wzrostowej in vivo, która odbywała się za po
średnictwem  gospodarza, naświetlenie biorcy przed podaniem  komórek 
nowotworowych nie znosiło zdolności subpopulacji 168 do zwiększania 
wrażliwości komórek 410 na cyklofosfamid. W doświadczeniach in vitro, 
w których badano wrażliwość na m etotreksat czy tioguaninę, w niektó
rych kom binacjach subpopulacji in terakcje zm ieniające wrażliwość na 
lek zachodziły z udziałem  rozpuszczalnego czynnika, w innych wym agany 
był bezpośredni kontakt między kom órkam i [26, 36, 37, 40].

Niezdolność kom órek nowotworowych do pokonania wszystkich stop
ni kaskady przerzutow ania może być kom pensowana przez inny typ  
komórek nowotworowych. Podanie dożylne m ieszaniny komórek prze
rzutu jących (410) z kom órkam i nieprzerzutującym i (67) powodowało w y
stąpienie przerzutów, mimo że kom órki przerzutujące (410) obecne były 
w mieszaninie w takiej liczbie (1X 104), że podane oddzielnie nie tw orzyły 
przerzutów. Analizując skład kom órkowy poszczególnych przerzutów 
stwierdzono również, że część z nich tw orzyły wyłącznie komórki sub
populacji nieprzerzutującej [39]. Podobne wyniki uzyskano w układzie 
przerzutów  spontanicznych, gdzie myszom obarczonym guzem przez pod
skórne podanie kom órek subpopulacji nieprzerzutującej (168) podano 
dożylnie małą liczbę (1X104) komórek subpopulacji 410. U części myszy 
stwierdzono w kilku przerzutach obecność komórek linii nieprzerzutu
jącej. W doświadczeniach tych obecność kom órek przerzutu jących um o
żliwiała komórkom nieprzerzutującym  tworzenie przerzutów . Dlatego 
potencjał przerzutow y nowotworu nie może być opisany w sposób prosty 
jedynie przez obecność lub brak subpopulacji przerzutującej [39].

Biorąc pod uwagę pozostałe badane cechy, można stwierdzić, że 
właściwości nowotworu heterogennego nie są prostą sumą właściwości 
poszczególnych subpopulacji. Nowotwór heterogenny jest bowiem zbio
rem  subpopulacji kom órek nowotworowych, które nie zachowują się 
jak  autonomiczne jednostki, lecz w zajem nie na siebie oddziałują, tw o
rząc całą złożoną sieć interakcji, zm ieniających różne właściwości ko
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m órek, jak  tempo wzrostu, wrażliwość na leki czy zdolność do przerzu- 
tow ania. In terakcje te nie zachodzą według jednego mechanizmu, lecz 
w ystępuje ich całe spektrum . W jednych pośredniczy gospodarz, inne 
odbyw ają się bezpośrednio między kom órkam i nowotworowymi, jedne 
w ym agają bezpośredniego kontaktu między komórkami, inne zaś na 
odegłość za pomocą rozpuszczalnych czynników [26, 27, 39].

NIESTABILNOŚĆ KLONALNA — KONCEPCJA RÓWNOWAGI 
W NOWOTWORACH

Pojedyncze klony izolowane z wysoko przerzutującej poliklonalnej li
nii czerniaka B16 pasażowane in vitro są niestabilne pod względem 
zdolności do przerzutow ania i szybko, bo już po 10 pasażach (5 tygodni) 
różnią się znacznie pod tym  względem od klonu wyjściowego. W odróż
nieniu od hodowli pojedynczych klonów, potencjał przerzutow y linii po
liklonalnej był stabilny przez więcej niż 60 pasaży [15, 49]. Nie jes t to 
zjaw iskiem  unikatow ym  dla czerniaka B16 i stwierdzono je  również 
w hodowlach pojedynczych klonów izolowanych z innych mysich i szczu
rzych nowotworów [5, 51]. Niestabilność klonów B16 nie występowała, 
jeżeli do hodowli dodano kilka innych klonów i hodowano je wspólnie 
jako poliklonalną populację. U trzym anie zdolności do przerzutow ania po
szczególnych klonów badano w yokrzystując różnice we wrażliwości na 
leki m iędzy poszczególnymi klonami. Po 20 pasażach in vitro izolowano 
z m ieszaniny poszczególne klony i porównywano ich zdolność do prze
rzutow ania z oryginalnym  klonem o takiej samej oporności na lek. Po
tencjał przerzutow y klonów pasażowanych w mieszanej populacji był 
podobny do potencjału przerzutowego oryginalnych rodzicielskich klo
nów (ryc. 3).

Efekt stabilizacji pow stający przez mieszanie klonów był swoisty dla 
kom órek z tego samego nowotworu. Pojedyncze klony czerniaka B I6, 
hodowane z klonam i raka płuc Lewis czy włókniakom ięsaka 2237, w y
kazyw ały znaczną niestabilność fenotypową, szybko w ytw arzając pod- 
klony o różnej zdolności do przerzutow ania [49].

Zjawisko niestabilności fenotypu przerzutowego subpopulacji mono- 
klonalnej w ystępuje również in vivo. Większość spontanicznych przerzu
tów pow staje na skutek proliferacji pojedynczej komórki nowotworowej 
[55] tak, że większość przerzutów  jest pochodzenia klonalnego. Wzrost 
pojedynczego przerzutu in  vivo jest więc sytuacją podobną do rozrostu 
klonalnego in vitro. Pow staje w związku z tym  pytanie, czy komórki 
pojedynczego klonalnego przerzutu  są identyczne pod względem feno
typu  przerzutowego, czy też podobnie jak  przy wzroście pojedynczego
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Rye. 3. Niestabilność fenotypowa subpopulacji klonalnej i jej stabilizacja w  wyniku  
interakcji między subpopulacjami według [49], zmodyfikowane

klonu in vitro szybko generują odm iany komórkowe o różnej zdolności 
do przerzutow ania. Izolując klony z wczesnych przerzutów  (6-25-dnio- 
wych) czerniaka B16 stwierdzono, że klony izolowane z tego samego 
przerzutu m iały nieodróżnialny potencjał przerzutow y, co określono 
jako klonalną homogenność w ew nątrzprzerzutow ą (ryc. 4).

Wczesne przerzuty  B16 składały się więc z komórek o jednakow ym  
fenotypie przerzutowym , natom iast w m iarę wzrostu z różnych prze
rzutów  (40-45-dniowe) można było wyizolować z tego samego przerzutu  
2 lub więcej subpopulacji klonalnych o różnej zdolności do przerzuto
wania — heterogenność w ew nątrzprzerzutow ą [50]. Zjawisko niestabil
ności fenotypu przerzutowego klonu rosnącego w izolacji od innych klo
nów w ystępuje więc zarówno in vitro, jak  i in vivo. Możliwe, że dotyczy 
ono również innych cech, oprócz zdolności do przerzutow ania. Talmadge 
i współpr. [56] wykazali, że w klonalnych przerzutach spontanicznych 
czerniaka K1735 pojaw iają się wcześnie w arian ty  komórkowe o zróżni-
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przerzuty wczesne 
6 - 2 6  dni

przerzuty późne 
40 - 45 dni

Ryc. 4. Powstawanie heterogenności wewnątrzprzerzutowej w  miarę wzrostu prze
rzutu pochodzenia klonalnego, opracowane na podstawie [50, 56]

cowanym fenotypie przerzutowym , jak  i zróżnicowanej wrażliwości na 
leki przeciwnowotworowe.

Stabilność fenotypowa poliklonalnych linii nowotworowych, jej brak 
w przypadku klonu rosnącego w izolacji oraz możliwość stabilizacji przez 
dodanie innych klonów z tego samego nowotworu sugerują występowanie 
w nowotworach poliklonalnych in terakcji między składowymi subpopu- 
lacjam i klonalnymi. W poliklonalnej populacji komórek nowotworowych 
w ytw arza się stan  równowagi, k tóry ogranicza stopień tworzenia nowych 
w ariantów  komórkowych. P resja  selekcyjna, zmniejszając różnorodność 
subpopulacji tworzących nowotwór poprzez eliminację subpopulacji nie 
przystosowanych, narusza równowagę między subpopulacjam i klonalny
mi. Jeżeli zmniejszenie różnorodności subpopulacji jest znaczne, to wów
czas in terakcje stabilizujące, u trzym ujące stan równowagi, zanikają, co 
z kolei powoduje, że subpopulacje przeżywające wykazują znaczną nie
stabilność i szybko generują nowy zbiór w ariantów  o zróżnicowanych 
właściwościach. Wraz z upływem  czasu nowo powstające w arianty  za
trzym ują generow anie dalszych w ariantów , osiągając stan równowagi, 
k tóry trw a do następnej presji selekcyjnej [49, 51].

Brak efektu stabilizującego w ystąpi również w przypadku izolacji 
pojedynczego klonu i hodowania go oddzielnie oraz w przypadku procesu 
przerzutow ania. W guzie pierw otnym  interakcje między heterogennym i 
składowymi subpopulacjam i klonalnym i zapew niają stabilność fenoty-
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pową. W nowo powstającym  przerzucie w odległym narządzie in terakcje 
będą osłabione lub będzie ich brak. Może to stym ulować tw orzenie się 
nowych w ariantów  i początkowo klonalnie homogenny przerzut p rze
kształca się w klonalnie heterogenną populację [51, 56].

Interakcje wzrostowe m iędzy subpopulacjam i komórek nowotworo
wych, pozwalające współistnieć szybko i wolno rosnącym  subpopulacjom  
oraz zachować ich proporcje w nowotworze, regulacja stopnia genero
wania nowych w ariantów  w zależności od stopnia heterogenności no
wotworu, mogą mieć zasadnicze znaczenie dla przeżycia i progresji no
wotworu. W ytworzenie i utrzym anie różnorodności komórkowej w sze
rokim, lecz stabilnym  zakresie zarówno zmniejsza możliwość zniszczenia 
wszystkich aktualnie istniejących subpopulacji w w arunkach działania 
czynnika niszczącego, pochodzącego od gospodarza czy wprowadzonego 
podczas leczenia, a równocześnie zapobiega zdominowaniu populacji no
wotworowej przez jedną, „super przystosowaną” w danych w arunkach 
subpopulację, która szybko uległaby elim inacji przy nieznacznej zmianie 
warunków środowiska [51].

W yniki badań ostatnich lat, wykazujące heterogenność kom órek 
nowotworowych, oddziaływanie między ich subpopulacjam i oraz w ska
zujące na możliwość współpracy między kom órkam i w procesie przerzu
towania czy regulację stopnia tworzenia nowych w ariantów  kom órko
wych, rysują nowy obraz nowotworu, k tóry  przeczy anarchiczności pro
gresji nowotworowej. Ukazują one nowotwór złośliwy jako zorganizo
waną społeczność komórek rządzących się swoimi prawam i. Pozw alają 
zrozumieć stopień trudności, jaki trzeba pokonać, chcąc uzyskać sukces 
w leczeniu nowotworów. W skazują na potrzebę stw orzenia nowych s tra 
tegii leczenia, które byłyby w stanie obejść problem  tw orzenia i u trzy 
m ywania heterogenności i w konsekwencji oporności na leczenie.

Prototypy takich program ów terapii pojaw iają się już zarówno w ba
daniach doświadczalnych, jak  i w klinice. W praktyce klinicznej zaob
serwowano lepszą skuteczność terapii wielolekowej oraz kom binowanej, 
polegającej na stosowaniu chemioterapii, radioterapii czy im m unoterapii 
oprócz interw encji chirurgicznej. Poste [51] sugeruje opierając się na 
koncepcji równowagi m aksym alne skrócenie czasu między poszczególnymi 
fazami terapii tak, aby zniszczyć nie tylko te komórki, które przeżyły 
pierwszą fazę leczenia, ale i nowo powstałe w arianty. Za prototypy 
terapii pozwalających obejść heterogenność nowotworów może służyć 
wprowadzenie przez Fidlera aktyw ow anych m akrofagów do niszczenia 
komórek nowotworowych oraz zastosowanie przez Folkmana [29] hepa
ryny  i hydrokortyzonu do ham ow ania procesu unaczynienia nowotworu. 
Zaletą pierwszego sposobu jest to, że aktyw owane makrofagi, nie niszcząc 
komórek prawidłowych, zabijają komórki nowotworowe, niezależnie od
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ich właściwości, tj. obecności antygenów  H-2, antygenów towarzyszących 
nowotworom, antygenów  wirusów onkogennych, fazy cyklu komórko
wego, oporności na lim focyty T, kom órki NK czy leki oraz zdolności do 
przerzutow ania [13, 16]. W związku z tym, w odróżnieniu od lim focy
tów T czy komórek NK, na które stosunkowo łatwo jest uzyskać opor
ność, w ielokrotne podawanie aktyw ow anych makrofagów nie prowadzi 
do pow stania oporności [17]. Drugi sposób oparty jest na koncepcji przy j
m ującej, że progresyw ny wzrost nowotworu jest zależny od angiogene- 
zy [19]. H am ując tworzenie naczyń uniem ożliwia się rozrost nowotworu 
oraz rozsiew. Folkm an i współpr. [18], stosując kom binację heparyny 
i hydrokortyzonu, uzyskiwali ham ow anie angiogenezy i całkowitą re 
gresję wielu zaawansowanych nowotworów łącznie z ludzkimi pasażo- 
wanym i u myszy nude. W odróżnieniu od innych form  terapii, w tej 
celem niszczonym przez lek są nie kom órki nowotworowe, lecz kom órki 
praw idłow e gospodarza, tj. komórki śródbłonka nowych włośniczek. He- 
terogenność nowotworu nie odgrywa tu  roli, podobnie jak  przy poprzed
nio opisanej terapii.

Jest możliwe, że dalsze badania wykażą ograniczenia tych progra
mów leczenia i spotka je los podobny do innych, które już w ielokrotnie 
pojaw iały się w literatu rze i w początkowej fazie były obiecujące. Isto t
ne jest jednak to, że ukazują one możliwość tworzenia strategii te ra 
peutycznych, pozwalających obejść heterogenność i powstawanie opor
ności na leczenie.
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NAJĄDRZE SSAKÓW. I. BUDOWA I ROZWÓJ NAJĄDRZA *

EPIDIDYMIS OF MAMMALS. I. STRUCTURE AND DEVELOPMENT
OF EPIDIDYMIS

Lidia RÓŻEWICKA i Maria LASZCZYŃSKA 

Zakład Histologii i Embriologii, Pomorska Akademia Medyczna, Szczecin

Streszczenie: Przedstawiono aktualne wiadomości na temat budowy najądrza u kil
ku gatunków zwierząt i człowieka. Omówiono morfologię i ultrastrukturę komórek 
urzęsionych i nieurzęsionych kanalików odprowadzających, a także komórek głów
nych, podstawnych, wąskich, szczytowych, jasnych oraz wewnątrznabłonkowych 
limfocytów i makrofagów nabłonka przewodu najądrza. Przedstawiono rozwój na
jądrza oraz rolę androgenów w procesie różnicowania się tego narządu i jego ko
mórek.

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 
w ell 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

Plem niki opuszczające jądro nie są w pełni dojrzałym i kom órkam i 
rozrodczymi. Nie w ykazują jeszcze ruchu postępowego i nie są zdolne 
do zapłodnienia kom órki jajowej. N ajądrze jest narządem, którego funk
cja j est w ytw arzanie dla nich odpowiedniego środowiska do dojrzewania 
i przeżywania. Pierw szy z tych procesów ma miejsce w głowie n a ją 
drza, drugi natom iast w trzonie i ogonie. Te ostatnie odcinki są jedno

* Praca wykonana w ramach problemu CPBP 05.06.1.2.3.
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cześnie magazynem plemników. Wiele substancji syntetyzow anych przez 
kom órki nabłonkowe kanalików odprowadzających i przewodu najądrza 
lub pobieranych przez nie z krw i m a stym ulujący wpływ na ruchliwość 
plemników, w procesie dojrzewania wiąże się z ich powierzchnią, a tak 
że w arunkuje  prawidłową ich przeżywalność w czasie m agazynowania.

Badania ostatnich lat przyniosły wiele nowych inform acji związa
nych z funkcją komórek nabłonkowych najądrza i z procesem dojrzew a
nia  plemników. Zainteresowanie tym  odcinkiem układu płciowego w y
nika z dwóch przyczyn: niepłodności związanej z mało dotąd docenia
nym i zaburzeniam i dojrzew ania plem ników w najądrzu oraz z prób 
zaham owania dojrzewania plem ników w najądrzu w celu uzyskania an 
tykoncepcji.

Mało jest prac poruszających tem atykę najądrza i zagadnień zwią
zanych z jego funkcją. Opracowanie niniejsze jest próbą przedstaw ienia 
podstawowych wiadomości o tym  narządzie. N iektóre zagadnienia z po
wodu obszerności m ateriału  z konieczności potraktow ane zostały skró
towo.

BUDOWA ANATOMICZNA

Najądrze przylega do grzbietowo bocznej powierzchni jąd ra  i jest 
połączone z siecią jądra  (rete testis) kanalikam i odprowadzającym i (duc- 
tu li efferentes). U niektórych zwierząt, np. królika [30] i buhaja ,[19], 
w ystępuje m iędzy siecią jądra  a kanalikam i odprowadzającym i dodatko
wo zew nątrz jądrow a sieć kanalików (extratesticular rete  testis).

Anatomicznie najądrze dzieli się na głowę (caput), trzon (corpus) 
i ogon (cauda) [15, 27, 30] (ryc. 1). Kanaliki odprowadzające uchodzą 
do przewodu najądrza w głowie tego narządu. U człowieka [27] jest ich 
8-12 i same stanow ią dużą część głowy. U szczura [24, 43] i chomika [15] 
dochodzą one do początkowego odcinka głowy najądrza.

U wielu gatunków  przednia część głowy przedzielona jest niecałko
wicie łącznotkankową przegrodą, a w najbardziej przednim  odcinku po
łączona jest z jądrem  za pomocą cienkiego „w ięzadła” [39] (ryc. 1). Po
zostałą część najądrza, poza kanalikam i odprowadzającym i, stanow i 
pojedynczy, długi i mocno skręcony przewód najądrza (ductus epidi
dymis). Długość jego po wyprostow aniu wynosi u człowiea 4-5 m  [11, 41]. 
Liczne pętle tego przewodu podtrzym uje tkanka łączna, a szczególnie 
licznie w ystępujące tu  włókna kolagenowe.

U człowieka i różnych gatunków  zw ierząt opisywane są szczegółowe 
podziały najądrza na odcinki i strefy  w zależności od ich morfologicznej 
budowy i funkcji. Holstein [26] w yróżnia aż 8 stref w najądrzu  człowie-
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Ryc. 1. Schemat budowy najądrza

ka. U królika N icander [37] oraz Jones i wsp. [30] również wyróżniają 
8 odcinków. U świnki morskiej [22, 28] najądrze dzieli się na 7 stref, 
a u buhaja, barana, ogiera [38] i szczura [43] na 6.

Z cytow anych tu  prac wynika, że najądrze mimo swojej niepozornej 
wielkości jest narządem  bardzo zróżnicowanym morfologicznie.

BUDOWA MORFOLOGICZNA

K A N A L IK I O D P R O W A D Z A JĄ C E

Kanaliki odprowadzające dzielą się na dw a odcinki: proksym alny 
i dystalny. Ściana ich zbudowana jest z walcowatego nabłonka, błony 
podstaw nej i komórek m ięśniowych gładkich, tworzących 1 lub 2 po 
kłady. W nabłonku wyróżnia się 4 typy kom órek: walcowate urzęsione 
i nieurzęsione, podstawne i wewnątrznabłonkowe limfocyty.
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Ryc. 4. Komórki podstawne, makrofag i limfocyt nabłonka głowy najądrza szczura. A — 
Fragment środkowej części komórki podstawnej; KP — komórka podstawna. KG — 
komórka główna, J — jądro komórki podstawnej. Powiększenie 7500 X. B — 
Fragment komórki podstawnej; KP — komórka podstawna. J — jądro komórki 
podstawnej, bp — błona podstawna, wk — włókna kolagenowe, KMG — komórka 
mięśniowa gładka, KG — komórka główna. Powiększenie 30 000X. C — Makrofag 
w szczytowej części nabłonka głowy najądrza; M — makrofag, J — jądro makro- 
faga, cg — ciałka gęste (strzałki — pseudopodia), KG — komórka główna, m — 
mikrokosmki komórki głównej. Powiększenie 6000 X. D — Limfocyt w nabłonku 
głowy najądrza; L — limfocyt, J — jądro limfocytu, KG — komórka główna. Po

większenie 6800 X
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Rye. 2. Komórki nabłonka kanalików odprowadzających i przewodu najądrza szczu
ra. A — nabłonek części proksymalnej kanalików odprowadzających. Komórki 
urzęsione (duża strzałka), komórki nieurzęsione (mała strzałka). HE. Powiększenie 
430 X. B — Nabłonek części dystalnej kanalików odprowadzających. Komórki 
z cytoplazmatycznymi uwypukleniami i kulista, kwasochłonna wydzielina w  św iet
le. HE. Powiększenie 680 X C — Nabłonek segmentu inicjalnego przewodu nająd
rza. Komórki główne i komórki wąskie (strzałki). PAS. Powiększenie 680 X. D — 
Komórki główne i komórki szczytowe (strzałki) nabłonka głowy najądrza. PAS. 
Powiększenie 680 X. E — Komórka szczytowa wypełniona wydzieliną (duża strzał
ka). Wysokie stereocilia na powierzchni komórek głównych nabłonka głowy na
jądrza (mała strzałka). PAS. Powiększenie 680 X. F — Komórki główne i komórki 
jasne (strzałki) w nabłonku ogona najądrza. PAS. Powiększenie 680 X. G — We- 
wnątrznabłonkowe limfocyty (małe strzałki) w nabłonku ogona najądrza oraz lim 
focyty okołokanalikowej tkanki łącznej (duża strzałka). PAS. Powiększenie 680 X. 
H — Limfocyt i makrofag (strzałka) w nabłonku głowy najądrza. PAS. Powięk
szenie 680 X. I — Sześcienny nabłonek dystalnej części ogona najądrza. Krótkie 

stereocilia (strzałka). PAS. Powiększenie 680 X
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Ryc. 3. Komórki główne nabłonka głowy najądrza szczura. A — Szczytowa część 
dwóch komórek głównych; m — mikrokosmki, mt — mitochondria, cw ciała 
wielowakuolarne, cg — ciałka gęste, aG — aparat Golgiego. Powiększenie 7 5 0 0  X. 
B — Fragment szczytowej części komórki głównej; m — mikrokosmki, pe pę
cherzyki endocytarne. Powiększenie 6 0  0 0 0  X. C  — Przypodstawna część dwóch ko
mórek głównych; RER — siateczka endoplazmatyczna ziarnista, J — jądro komór
kowe, bp — błona podstawna. Powiększenie 6 0 0 0  X. D — Fragment przy jądrowej 
części komórki głównej; RER — siateczka endoplazmatyczna ziarnista, mt mito
chondria, J —  jądro komórkowe. Powiększenie 2 2  5 0 0  X .  E —  Fragment szczytowej 
części komórki głównej; m — mikrokosmki, fa — filamenty aktynowe. Powiększe

n i e  4 5  0 0 0 X
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Ryc. 4. Komórki podstawne, makrofag i limfocyt nabłonka głowy najądrza szczura. A 
Fragment środkowej części komórki podstawnej; KP — komórka podstawna. KG 
komórka główna, J — jądro komórki podstawnej. Powiększenie 7500 X. B 
Fragment komórki podstawnej; KP — komórka podstawna, J jądro komórki 
podstawnej, bp — błona podstawna, wk — włókna kolagenowe, KMG komórka 
mięśniowa gładka, KG — komórka główna. Powiększenie 30 000X. C — Makrofag 
w szczytowej części nabłonka głowy najądrza; M — makrofag, J jądro makro- 
faga, cg — ciałka gęste (strzałki — pseudopodia), KG — komórka główna, m 
mikrokosmki komórki głównej. Powiększenie 6000 X. D — Limfocyt w nabłonku 
głowy najądrza; L — limfocyt, J — jądro limfocytu, KG komóika główna. Po

większenie 6800 X
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Zbudowany jest z walcowatego nabłonka leżącego na błonie podstawnej 
i z tzw. okołokanalikowej ściany, w której skład wchodzą komórki m ięś
niowe gładkie, włókna kolagenowe i sprężyste [35].

W nabłonku przewodu najądrza wyróżnia się 6 typów kom órek: głów
n e ,, podstawne, wąskie, szczytowe, jasne oraz wewnątrznabłonkowe lim 
focyty i m akrofagi [1, 2, 15, 19, 24, 43, 49, 51, 55]. Komórki te są różnie 
rozmieszczone u poszczególnych gatunków zwierząt i człowieka w głowie, 
trzonie i ogonie najądrza. Obserwuje się również morfologiczne i u ltra - 
struk tu ra lne  podobieństwo tych komórek u poszczególnych gatunków 
zw ierząt i człowieka [15, 19, 22, 29, 30, 43, 53].

K o m ó r k i  g ł ó w n e  w ystępują we wszystkich odcinkach prze
wodu najądrza u człowieka i zwierząt i są najliczniej w ystępującym i 
komórkami w nabłonku [13, 15, 19, 24, 27, 28, 30]. Zajm ują całą jego 
wysokość i są najwyższe w segmencie początkowym, a najniższe w ogo
nie najądrza [15, 18, 19, 28, 43] (rye. 2C i 21). Na powierzchni m ają 
m ikrokosmki zwane stereociliam i (rye. 3A), które są wysokie w głowie, 
a niskie w ogonie najądrza (rye. 2E i 21). Badania w ME wykazały, 
że zaw ierają one podłużnie przebiegające pęczki filam entów  aktynow ych
0 średnicy 5-6 nm, które w nikają do cytoplazm y szczytowej części ko
mórki (rye. 3E). W apikalnej części kom órk i'w ystępu ją  małe pęcherzyki 
endocytarne oraz wielopęcherzykowe ciałka [8, 15, 19, 29, 30] (rye. 3A
1 3B). Jądro  o dużej zawartości euchrom atyny leży poniżej środkowej 
części komórki (rye. 3C), a ponad nim w ystępuje dobrze wykształcony 
aparat Golgiego i liczne ciałka gęste, zaw ierające heterogenny m ateriał 
[14, 15, 30]. Niektórzy autorzy nazyw ają te ostatnie ciałkami lizosomo- 
podobnymi [15]. Siateczka endoplazm atyczna ziarnista w ystępuje głów
nie w bazalnej części komórki, a także w okolicy okołojądrowej [15], 
(rye. 3C i 3D). W sąsiedztwie jej spotyka się również wolne rybosomy 
i polisomy oraz liczne m itochondria {14, 40]. U niektórych zwierząt ob
serw uje się w okolicy aparatu  Golgiego krople lipidowe otoczone cy
sternam i gładkiej siateczki endoplazmatycznej oraz, szczególnie w ogonie 
najądrza, różnej wielkości ciałka mielinowe [30].

K o m ó r k i  p o d s t a w n e  w ystępują we wszystkich odcinkach 
przewodu najądrza u człowieka i wielu gatunków  zwierząt [13, 15, 19, 24, 
27, 28, 30]. Są bardzo liczne w trzonie najądrza buhaja [19], a u człowie
ka [27], królika [30], chomika [15] i świnki m orskiej [28] jest ich nie
wiele. Leżą na błonie podstawnej i nie dochodzą do św iatła kanalika. Są 
zwykle wciśnięte między podstaw y komórek głównych. Owalne jądro 
o dużej zawartości heterochrom atyny zajm uje większą część obszaru 
komórki. Otoczone jest jasną cytoplazmą ubogą w organele komórkowe 
(rye. 4A i 4B). A parat Golgiego w ystępuje od strony kontaktu komórki
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podstawnej z kom órką główną [19, 50]. U niektórych zw ierząt w kom ór
kach tych w ystępują krople lipidowe [19], a także filam enty aktynow e 
i pęcherzyki pinocytarne [16].

K o m ó r k i  w ą s k i e  opisane zostały u szczura [50] i chomika [15] 
w odcinku początkowym głowy najądrza. W ystępuje tu  ich niewiele. 
Są nieco zwężone u podstaw y i rozszerzone w kierunku św iatła kanału. 
M ają wydłużone jądro zlokalizowane w szczytowej części kom órki 
(ryc. 2C). Cytoplazma ich wykazuje dużą gęstość elektronową. W podją- 
drowej części kom órki w ystępuje duża liczba m itochondriów, a w szczy
towej części wiele jasnych wakuoli [50].

K o m ó r k i  s z c z y t o w e  u szczura obserw uje się w głowie na
jądrza [43, 50], u buhaja w głowie i trzonie [19], a u świnki m orskiej 
w odcinku początkowym i w proksym alnej części ogona najądrza ,[28]. 
W ystępuje ich niewiele i są wciśnięte między komórki główne. W m ikro
skopie św ietlnym  nie obserw uje się zdecydowanego połączenia z błoną 
podstaw ną [43]. Komórki te charakteryzują się rozszerzoną częścią szczy
tową, która od strony św iatła kanału ma wygląd rozpłaszczonej kopułki. 
Pozostała część komórki jest długa i wąska. Owalne jądro zlokalizowane 
jest w środkowej lub górnej części komórki (ryc. 2D). U szczura kom órki 
te obładowane są często PA S-dodatnią wydzieliną (ryc. 2E). W ME 
obserw uje się w ponadjądrowej części cytoplazm y dużą liczbę m ito
chondriów [19] i dobrze wykształcony aparat Golgiego. Dobrze rozwi
nięta jest również siateczka ziarnista i gładka, a w szczytowej cytoplazmie 
w ystępuje zm ienna liczba drobnych wakuoli.

K o m ó r k i  j a s n e  opisane zostały u szczura [24, 43, 50], chomi
ka [15] i świnki morskiej [13]. U szczura niewiele ich stw ierdza się 
w głowie i trzonie, a najliczniej w ystępują w ogonie [5, 43]. Leżą na 
błonie podstawnej i dochodzą do światła przewodu. Na powierzchni m a
ją nieliczne mikrokosmki, a jądro leży poniżej środkowej części kom órki 
(ryc. 2F). U ltrastruk tu ra  komórek jasnych jest zróżnicowana w zależ
ności od odcinka przewodu najądrza. U chomika [15] w głowie i trzonie 
najądrza jest szczególnie dobrze rozw inięta siateczka endoplazmatyczna 
ziarnista z długimi, szerokimi cysternam i. Szczytowa część komórki pra
wie w całości w ypełniona jest m ałymi jasnym i pęcherzykam i i cewko- 
w atym i wgłębieniami powierzchni komórki. Głębiej w cytoplazmie w y
stępują duże, jasne wakuole, a w okolicy okołojądrowej spotyka się licz
ne średnio gęste ciałka podobne do lizosomów. Między tym i struk turam i 
w ystępują dość liczne m itochondria [15, 20]., k tóre oprócz grzebieni la- 
m elarnych m ają również grzebienie o charakterze cewek [50].

W e w n ą t r z n a b ł o n k o w e  l i m f o c y t y  i m a k r o f a g i  w y
stępują na różnych wysokościach nabłonka wszystkich odcinków przewodu
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najądrza u człowieka i większości badanych zwierząt [12, 13, 15, 19, 24, 
27, 28, 43, 53]. W ewnątrznabłonkowe lim focyty zostały po raz pierwszy 
opisane przez Reida i Clelanda [43] i nazwane ,,hallo cells”, ponieważ 
m ają silnie barw iące się jądro otoczone wąską obwódką jasnej cyto- 
plazm y (ryc. 2G). Badania Ritchie i wsp. [45] wykazały, że u człowieka 
praw ie wszystkie wewnątrznabłonkowe lim focyty są lim focytam i T 
i większość z nich należy do subpopulacji limfocytów supresorowych 
lub cytotoksycznych (suppressor/cytotoxic) T8+. W okołokanalikowej 
tkance łącznej przew ażają natom iast lim focyty pomocnicze lub pobudza
jące (helper/inducer) T4+. Lim focyty T8+ uczestniczą w mechanizmie 
ograniczającym  rozwój odpowiedzi immunologicznej na autoantygeny 
plemników, zwłaszcza gdy bariera krew  — jądro jest niewydolna. Poza 
tym  biorą udział w ograniczaniu różnicowania się lim focytów B i p ro
dukcji specyficznych przeciwciał przeciwko antygenom  w ystępującym  
w świetle przewodu najądrza i mogą b y ć ' powodem m igracji limfocy
tów B do pobliskich węzłów chłonnych. W w yniku tego bardzo mało 
limfocytów B w ystępuje w obrębie najądrza. Lim focyty T8+ przez swą 
funkcję supresorową mogą pośredniczyć lokalnie w in terakcji z innym i 
lim focytam i T i m akrofagam i.

U człowieka dużo limfocytów w ystępuje w nabłonku ogona na ją 
drza, a ich liczba wydaje się zależeć od wieku. Więcej ich w ystępuje 
u osobników starszych, a szczególnie dużo obserw uje się w tych okoli
cach najądrza, gdzie zachodzą procesy spermiofagii. W ewnątrznabłon- 
kowym limfocytom towarzyszą często m akrofagi (ryc. 2H). W ystępują 
zwykle w bliskim sąsiedztwie. Oddziela je od siebie bardzo wąska prze
strzeń, a na zwróconych do siebie powierzchniach nie w ystępują żadne 
kompleksowe połączenia m iędzy nim i ,[53]. Limfocyty w ME charaktery
zują się dużym jądrem  zaw ierającym  zbite m asy heterochrom atyny. 
Otaczająca jądro cytoplazma uboga jest w organele komórkowe (ryc. 4D). 
Obserwuje się w  niej mitochondria, wolne rybosomy lub polisomy, sła
bo rozw inięty aparat Golgiego i siateczkę endoplazm atyczną ziarnistą 
oraz pojedyncze elektronowo gęste ziarna.

W ewnątrznabłonkowe m akrofagi w ME charakteryzują się kulistym  
lub owalnym jądrem , na którego obwodzie w ystępuje w arstw a elektro
nowo gęstej chrom atyny. W przeciw ieństw ie do małej liczby s tru k tu r  
komórkowych w ystępujących w cytoplazmie limfocytów, elektronowo 
jasna cytoplazma m akrofagów zawiera dużą różnorodność organeli ko
mórkowych. W ystępują w niej m itochondria, dobrze rozbudowana sia
teczka ziarnista i gładka, a przede wszystkim liczne, heterogenne, elek
tronowo gęste ciałka lizosomalne i wakuole przyjętego m ateriału  do 
traw ienia. Pow ierzchnia komórki wykazuje pew ną nieregularność i for
m uje wiele w ypustek cytoplazm atycznych (ryc. 4C).

Poza nabłonkiem  w skład ściany kanału najądrza wchodzą komórki
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mięśniowe gładkie. U człowieka [3, 35], a także u szczurów okołokana- 
likowa ściana (ryc. 4A i 4B) utworzona jest z 3 rodzajów komórek m ięś
niowych gładkich, wykazujących u ltrastruk tu ra lny  polimorfizm: jasne 
(light cells — LC), ciemne (dark cells — DC) i duże mięśniowe gładkie 
(smooth muscle cells — SMC). Między tym i kom órkam i stw ierdza si,ę 
obecność włókien kolagenowych (ryc. 4B) i sprężystych [35]. Liczba po
kładów komórek m ięśniowych gładkich zmienia się w zależności od 
odcinka najądrza. U szczura [16] i człowieka [35] w głowie, trzonie i ogo
nie najądrza LC i DC układają się okrężnie i tw orzą tzw. pas w ew nętrz
ny. W dystalnej części trzonu i ogonie najądrza, oprócz okrężnie p rze 
biegającego pasa wewnętrznego, w ystępuje za nim  podłużnie przebiega
jący pas zew nętrzny zbudowany z SMC [16, 35].

U człowieka [36] liczba w arstw  LC i DC, ułożonych naprzem iennie 
w pasie w ew nętrznym , w zrasta od 4 lub 5 w głowie najądrza do 6 lub 
naw et więcej w trzonie. W trzonie najądrza pojaw ia się również do
datkowo niekom pletny jeszcze pas zew nętrzny utw orzony z SMC. W ogo
nie najądrza w arstw a mięśniowa pasa zewnętrznego znacznie grubieje 
i SMC są dom inującym  typem  w tej części przew odu 'najądrza. Grubość 
pokładów komórek pasa wewnętrznego ulega natom iast znacznej re 
dukcji.

ROZWÓJ I RÓŻNICOWANIE KOMÓREK NAJĄDRZA

U ludzkich płodów męskich najądrze powstaje około 8-10 tygod
nia z pranercza. W rozwoju em brionalnym  człowieka przew ażająca część 
pranercza ulega zanikowi. Ze środkowego odcinka tego narządu zacho
wuje się tylko kilkanaście kanalików nefronów, k tóre leżą w najb liż
szym sąsiedztwie rozw ijającej się gonady. Ulegają one-rów nież częścio
wej regresji. Procesowi tem u podlegają przede wszystkim  ciałka nefro 
nów. Pozostałe odcinki kanalików w 4 miesiącu - w rastają we w nękę 
jądra  i łączą się z kanalikam i sieci jądra. W ten  ^sposób jądro zyskuje 
8-15 przewodzików wyprowadzających, uchodzących do przewodu p ra 
nercza. W dalszym etapie rozwoju przewodziki wyprowadzające w y
dłużają się i uzyskują k ręty  przebieg [17]. W yścielające je kom órki róż
nicują s ię 'n a  urzęsione i nieurzęsione. Przewodziki odprowadzające 
swoim dystalnym  końcem w padają do początkowego odcinka przewodu 
pranercza. Odcinek ten  znacznie się wydłuża i przyjm uje mocno k ręty  
przebieg, tworząc przewód najądrza. ‘Końcowy odcinek tego przewodu, 
biegnący ku zatoce moczowo-płciowej, przekształca się w nasieniowód.

Z początkowo nie zróżnicowanych komórek wyścielających przewód 
najądrza wykształcają się kom órki główne i podstawne. Następnie do
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nabłonka napływ ają lim focyty i m akrofagi. Sun i Flickinger [50] w y
kazali, że u szczura w okresie poporodowym w różnicowaniu komórek 
przewodu najądrza wyróżnić można 3 okresy: komórek nie zróżnicowa
nych (1-15 dzień), różnicowania kom órek (16-44 dzień) oraz 'wzrostu 
kom órek (45-94 dzień). Rodzaje kom órek powstających w tych okresach 
przedstaw ia ryc. 5.

KOMÓRKI

Ryc. 5. Schemat różnicowania się komórek nabłonka najądrza szczura w okresie 
poporodowym według Suna i Flickingera [50]

Rozwój najądrza zależny jest od obecności gonad. Do 40 dnia życia 
płodowego człowieka, kiedy zarodki obu płci rozw ijają się w jednakow y 
sposób, u płodów obu płci obecne są zarówno przewody przypranerczo- 
we, jak  i przewody pranercza [54] (ryc. 6). Różnicowanie narządów płcio
wych w kierunku m ęskim  indukow ane jest horm onam i pochodzącymi z ją 
der płodu i jest efektem  działania czynnika anty-M iillerowskiego, zwa
nego też hormonem  anty-M iillerowskim , testosteronu (T) i dw uhydro- 
testosteronu (DHT) [4, 10, 23, 54].

Badania ostatnich lat wykazały, że horm on anty-M iillerow ski jest 
glikoproteidem  w ydzielanym  przez kom órki podporowe jądra. W ywiera 
on swoje działanie w bardzo krótkim  i wczesnym okresie — u płodów 
ludzkich przed 8 tygodniem  ciąży. Działa miejscowo i powoduje zanik 
przewodów przypranerczowych, nie pozwalając rozwinąć się jajowodom 
i macicy [31, 32, 42].

Testosteron w ydzielany jest przez komórki śródmiąższowe płodowego 
jądra. Stym uluje przem ianę przewodów pranercza w w ew nętrzne narządy
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Ryc. 6. Schemat ilustrujący różnicowanie wewnętrznych narządów płciowych u pło
du ludzkiego według Griffina i Wilsona [23]

płciowe — najądrze, nasieniowód i pęcherzyki nasienne [10, 48, 54]. 
Szczyt jego działania przypada u człowieka około 84 dnia życia płodo
wego [44]. W rozwoju przewodów pranercza podstawowe znaczenie m a 
jednak nie testosteron krążący we krwi, lecz działający miejscowo na 
drodze dyfuzji z pobliskich gonad [4].

DHT powoduje zróżnicowanie zatoki moczowo-płciowej w kierunku 
męskim i indukuje pow stanie prostaty  i zewnętrznych narządów płcio
wych. Odbywa się to w nieco późniejszym  okresie niż powstawanie we
w nętrznych narządów płciowych [10, 48, 54]. DHT pow staje z T przenie
sionego przez krew  do okolic, w których różnicują się te narządy. Kon
w ersja T do DHT odbywa się w tkankach pod wpływem  5a-reduktazy 
[10, 23] (ryc. 7). Zatem  zarówno rozwój przewodów pranercza, jak  i ze
w nętrznych narządów płciowych odbywa się pod wpływem  hormonów 
androgennych. In teresujący jest fakt, że działanie tych hormonów w sto
sunku do przewodów pranercza jest w yw ierane jedynie miejscowo [4]. 
W przypadku jednostronnej kastracji we wczesnym okresie płodowym, 
drugie jądro ma zdolność m askulinizowania całej zatoki moczowo-płcio
wej i zewnętrznych narządów płciowych, natom iast przewód pranercza 
stym uluje tylko po swojej stronie. F ak t ten można wytłum aczyć tym,
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Ryc. 7. Wpływ hormonów wydzielanych przez jądra płodowe na różnicowanie w e
wnętrznych i zewnętrznych narządów płciowych

że horm ony różnicujące płeć działają w bardzo wczesnym okresie pło
dowym jedynie na drodze dyfuzji i dlatego działanie ich ograniczone 
jest do m ałej przestrzeni. Zew nętrzne narządy płciowe natom iast powsta
ją w późniejszym okresie, kiedy substancje różnicujące płeć przenoszone 
są przez krew  [4].

Różnicowanie komórek w przewodzie najądrza w ydaje się również 
procesem zależnym od androgenów. Sugerują to badania przeprowadzone 
na szczurach [7, 50]. Bezpośrednio po porodzie na najądrze mogą w y
wierać wpływ  tylko androgeny w ystępujące w osoczu krwi, ponieważ 
w tym  okresie nie ma jeszcze w świetle przewodu najądrza płynu kana
likowego [56]. Dóhler i W uttke ([9] donoszą, że u nowo narodzonych 
szczurów poziom androgenów w osoczu jest wysoki. A ndrogeny mogą 
być odpowiedzialne za w zrost najądrza w tym  okresie (okres komórek 
niezróżnicowanych). Wykazano, że w tym  samym  czasie androgeny w y
w ierają m itogenne działanie w prostacie i w pęcherzykach nasiennych 
[52], Poziom androgenów w zrasta w okresie różnicowania (16-44 dzień), 
a stężenie T we krw i jest najwyższe w 25 dniu po urodzeniu [9, 33, 34, 
36]. Jest to okres najintensyw niejszego rozwoju najądrza u szczura [50], 
stąd można przypuszczać, że T może wyw ierać wpływ na różnicowanie 
się komórek w tym  narządzie. Potwierdzeniem  działania androgenów 
na komórki nabłonkowe przewodu najądrza w tym  okresie jest obecność
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w nich białka receptorowego dla androgenów [6]. Fakt, że różnicowanie 
komórek nabłonka najądrza rozpoczyna się na początku trzeciego tygod
nia, kiedy dociera do nich płyn z jądra, sugeruje, że płyn kanalikowy 
odgrywa również ważną rolę w różnicowaniu się komórek przewodu 
najądrza. Setty  i Jehan  ,[47] sugerują, że powodem, dla którego segm ent 
początkowy różnicuje się wcześniej niż pozostałe segmenty, jest fakt, 
że odcinek ten najwcześniej wchodzi w kontakt z płynem  napływ ającym  
z jądra, k tóry oprócz androgenów zawiera jeszcze inne substancje mo
gące mieć wpływ na różnicowanie komórek w tym  narządzie.
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NAJĄDRZE SSAKÓW. II. FUNKCJA NAJĄDRZA * 

EPIDIDYMIS OF MAMMALS. II. FUNCTION OF EPIDIDYMIS

Lidia RÓŻEWICKA i Maria LASZCZYŃSKA 

Zakład Histologii i Embriologii, Pomorska Akademia Medyczna, Szczecin

Streszczenie. Przedstawiono aktualne poglądy na wydzielniczą i resorpcyjną funk
cję komórek nabłonkowych najądrza i udział ich w procesie dojrzewania plemni
ków. Omówiono główne zmiany strukturalne plemników w  czasie ich wędrówki 
przez najądrze. Wykazano na podstawie wyników badań wielu autorów, że czyn
nikami kontrolującymi proces dojrzewania plemników w najądrzu są androgeny 
oraz że estrogeny i progesteron regulują niektóre czynności w tym narządzie. O- 
mówiono transport plemników przez najądrze i czynniki regulujące ten proces, 
a także zjawisko fagocytozy plemników.

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 odmienności poszczególnych części najądrza odpowia
da czynnościowe zróżnicowanie tego narządu. Dwie czynnościowo różne 
funkcje — dojrzewanie plem ników w głowie najądrza i m agazynowanie 
ich w ogonie tego narządu i nasieniowodzie, odbywają się przy współ
udziale kom órek nabłonkowych przewodu, które w ytw arzają odpowied
nie środowisko sprzyjające tym  procesom.

Plem niki opuszczające jądro są zawieszone w płynie produkowanym  
przez kanaliki nasienne. P łyn  ten  spełnia ważną rolę w  transporcie ko
m órek rozrodczych do najądrza. Stanowi on specyficzne mikrośrodowisko

* Praca wykonana w  ramach problemu CPBP 05.06.1.2.3.
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zapewniające przeżywalność niedojrzałym  jeszcze plemnikom. Skład 
płynu zmienia się podczas wędrówki plem ników z kanalików nasiennych 
poprzez sieć jądra, kanaliki odprowadzające i przewód najądrza [3, 75, 
86, 107, 127, 136]. To zmieniające się, ale zawsze specyficzne dla danego 
odcinka mikrośrodowisko, regulowane jest sekrecyjną i resorpcyjną ak
tywnością komórek nabłonkowych wyścielających drogę wędrówki plem 
ników. Regulacja ta dotyczy składu jonowego, pH, zawartości m ałych 
cząsteczek organicznych i białek [63, 69, 86, 137].

Badania Levina i wsp. [91], Jesse i wsp. [78] oraz T urnera i wpp. 
[140] dowiodły, że w płynie najądrza, od głowy do ogona, następuje stop
niowa u tra ta  sodu na korzyść w zrostu stężenia potasu. W głowie n a ją 
drza wydzielane są również do płynu najądrzowego jony wodorowe, przez 
co pH płynu w głowie staje się lekko kwaśne i wynosi 6,4, w porów 
naniu z płynem  kanalików nasiennych jądra, wynoszącym 7,31 [90, 91]. 
W ogonie najądrza pH płynu wynosi 6,85, ponieważ jony wodorowe są 
reabsorbowane [91]. Koskimies i wsp. [86] w ykazali również, że w płynie 
najądrza brak  jest kilku białek charakterystycznych dla płynu sieci ją 
dra, pojaw iają się natom iast inne białka specyficzne tylko dla p łynu 
najądrza.

FUNKCJA SEKRECYJNĄ KOMÓREK NABŁONKOWYCH NAJĄDRZA

Procesy sekrecyjne są najintensyw niejsze w głowie i początkowym 
odcinku trzonu najądrza [16, 88, 89, 98, 107, 141], a kom órkam i n a jb a r
dziej zaangażowanymi w procesy wydzielnicze są kom órki główne [53, 
55, 88]. W ydzielają one do światła przewodu wiele substancji białkowych, 
z których większość stanowią glikoproteiny. Uzyskały one różne nazw y 
po ich izolacji za pomocą odm iennych m etod stosowanych przez poszcze
gólne grupy badaczy u różnych gatunków  [16-19, 22, 26, 54, 60, 97, 112, 
120]. Cameo i B laquier [25] określili elektroforetycznie na żelu poliakryl- 
amidowym m igrację białek wydzielanych przez kom órki nabłonka na
jądrza szczura. Białka te m igrowały szybciej niż album ina i oznaczono 
je B, C, D i E. Późniejsze badania wykazały również obecność białek F 
i G [17].

Niezależnie od tych badań Lea i wsp. [88, 89] wyizolowali i oczyścili 
kwaśną glikoproteinę najądrzow ą (acidic epididym al glycoprotein — 
AEG), wydzielaną głównie w głowie i trzonie najądrza. W ydzielana do 
światła przewodu, pokryw a powierzchnię plemników. Późniejsze badania 
wykazały, że AEG może nieznacznie wpływać na ruchliwość plemników 
[112]. Nie jest to jednak efekt specyficzny tego białka.

Cameo i wsp. [26] wykazali, że białko DE jest również glikoprotem ą
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produkow aną w głowie i trzonie najądrza. Za pomocą reakcji immuno- 
histochem icznej zlokalizowano to białko na plazmolemie pokrywającej 
w klęsłą pow ierzchnię główki i boczne powierzchnie okolicy postakroso- 
m alnej plem nika. Po kapacytacji i reakcji akrosom alnej pozostałości tego 
białka stw ierdza się w okolicy postakrosomalnej główki plemnika, w 
której białko to może brać udział w tworzeniu lub aktyw acji postulo
wanego receptora plemnikowego dla zona pellucida [22, 26].

Opisane przez Brooksa [16] oraz Brooksa i T ivera [22] białka D i E 
rozpoznawane są tym  samym  przeciwciałem. Jednak  według cytowanych 
autorów, synteza białka D ma miejsce w głowie, a białka E — w trzonie 
i proksym alnej części ogona najądrza.

W ydaje się, że opisane tu  białka są tą samą glikoproteiną, m ają bo
wiem podobne właściwości i podobny skład reszt cukrowcowych [26].

Jones i Brown [80] wykazali dwie inne proteiny zlokalizowane na 
główce i w staw ce plemników, bardzo podobne do białek B i C opisanych 
przez Brooksa i Tivera [22] oraz Brooksa i wsp. [21]. Faye i wsp. [51] 
z kolei w yodrębnili sialoproteiny na powierzchni plemników, a Kohane 
i wsp. [84, 85] tzw. specyficzne najądrzow e białko (specific epididymal 
protein). Jeszcze inne białko opisane zostało przez Wonga i wsp. ([148] 
i nazwane 32 K. Jest ono bardzo podobne w swych właściwościach do 
AEG.

Większość wydzielanych przez komórki nabłonkowe najądrza gliko- 
protein stanow i bądź białka receptorowe, bądź wiąże się z powierzchnią 
plemników i tw orzy na ich powierzchni charakterystyczną powłoczkę 
(surface coat) [52, 89, 149]. Powłoczka ta chroni plem niki przed agluty
nacją, przedwczesną reakcją akrosom alną i fagocytozą w żeńskich dro
gach rodnych. Plem niki zrzucają ją dopiero w procesie kapacytacji.

G likoproteiny powłoczki plemników badano za pomocą reakcji ze 
specyficznymi lektynam i dla różnych mono- i oligosacharydów i stw ier
dzono, że skład glikoprotein na powierzchni plem ników zmienia się w 
czasie ich dojrzew ania w najądrzu [4, 6, 52, 132, 149].

Innym  białkiem  wydzielanym  przez najądrze, a prawdopodobnie i ją 
dro jest „forw ard m otility protein” — białko inicjujące ruch postępowy 
plemników [2], G likoproteiną ta o masie 37 500 wiąże się do plemników 
w głowie najądrza, gdzie plem niki zyskują dla niej specyficzne recepto
ry. „Forward m otility  pro tein” jest inhibitorem  enzymu fosfodwuesterazy, 
przez co utrzym uje wysokie stężenie cAMP w plem nikach. W edług Ho- 
skinsa i wsp. [73] oraz Acotta i wsp. [2], za inicjację ruchu postępowego 
plemników w najądrzu  odpowiedzialny jest wzrost stężenia cAMP w 
plemnikach w w yniku wiązania przez nie specyficznych glikoprotein — 
inhibitorów fosfodwuesteraz.

W ystępuje jeszcze wiele innych czynników inicjujących ruch postę
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powy plemników. Należy do nich przede wszystkim wzrost stężenia jo
nów wapnia w plemnikach, które po połączeniu z białkiem  regulatoro
wym  kalm oduliną, są głównym inicjatorem  ruchliwości i procesów m e
tabolicznych w tych gam etach [73, 112, 130].

Oprócz wym ienionych tu  białek kom órki najądrza w ydzielają do 
św iatła przewodu jeszcze wiele innych substancji koniecznych do doj
rzew ania plemników. Niektóre z nich, jak karnitynę, pobierają z krw i 
[27]. K arn ityna i jej pochodna acetylokarnityna są akum ulowane w plem 
nikach i w pływ ają na ruchliwość i oddychanie dojrzewających plem ni
ków. Biorą udział w utlenianiu  kwasów tłuszczowych i w ytw arzaniu 
energii dla zachowania ruchliwości plemników [27, 69]. Plem niki z ogona 
najądrza w ykazują wyższy poziom karn ityny  i acetylokarnityny aniżeli 
plem niki z głowy najądrza [20, 28].

Inną substancją wydzielaną przez komórki najądrza jest glicerylo- 
fosfocholina. Jest ona syntetyzow ana w kom órkach nabłonkowych i w y
dzielana w większej ilości w głowie aniżeli w ogonie najądrza. Jest źród
łem kwasów tłuszczowych koniecznych do m etabolizm u plemników w 
czasie ich wędrówki przez najądrze [20, 63, 69].

Kom órki najądrza wydzielają również do światła przewodu inozytol, 
k tóry  mogą pobierać z krwi, jak również syntetyzować z glukozy. W ko
m órkach tych stwierdzono obecność enzymów uczestniczących w tej syn
tezie. Inozytol w procesie dojrzewania plem ników w budow yw any jest 
w fosfolipidy ich błon kom órkowych [69, 122].

FUNKCJA RESORPCYJNA KOMÓREK NABŁONKOWYCH NAJĄDRZA

W ydzielina w komórkach nabłonkowych najądrza produkow ana jest 
w dużej ilości. Glikoproteiny, które nie związały się z powierzchnią 
plemników, zostają zresorbowane w ogonie najądrza. W resorpcji, oprócz 
komórek głównych, biorą udział również kom órki podstawne, szczytowe, 
wąskie i jasne [4, 5, 100, 138]'. Największą aktywność resorpcyjną m ają 
komórki kanalików odprowadzających i segm entu początkowego oraz 
kom órki ogona najądrza [7, 35, 43, 91, 100, 111]. W pierwszych resorbo- 
wane jest 50°/o i więcej wody z płynu napływającego z jąd ra  [35, 43], 
w  ogonie najądrza natom iast resorbowana jest zbędna wydzielina nają- 
drzowa.

W badaniach in vitro wykazano [42], że w kom órkach nabłonkowych 
najądrza mogą zachodzić 3 rodzaje endocytozy, będące odpowiednikiem 
procesów resorpcyjnych in vivo. Są to: endocytoza płynnej fazy, endo- 
cytoza adsorpcyjna i endocytoza związana z receptorem . Endocytoza 
płynnej fazy jest niespecyficzna. Dzięki niej białka i inne składniki prze
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chodzą wraz z wodą do kaweoli, a następnie w postaci pęcherzyków prze
noszone są do lizosomów, gdzie następuje ich degradacja. Ten rodzaj 
endocytozy w ystępuje w kanalikach odprowadzających [101] i w prze
wodzie najądrza [100]. Endocytoza związana z receptorem  ma miejsce 
głównie w kom órkach przewodu najądrza. W ME obserw uje się pod po
wierzchnią komórek, od strony św iatła przewodu, liczne pęcherzyki zwią
zane z k latryną (coated pits i coated vesicles).

FUNKCJA KOMÓREK PODSTAWNYCH SZCZYTOWYCH, WĄSKICH
I JASNYCH

Jak  w ynika z przedstaw ionych tu  faktów, większość w ydzielin pro
dukowanych w najądrzu w ytw arzana jest w komórkach głównych. 
D yskusyjna jest ciągle rola pozostałych typów komórek: podstawnych, 
szczytowych, wąskich i jasnych. Nieduża ich liczba u trudn ia  izolację i ba
dania in vitro.

Komórki podstaw ne biorą udział w resorpcji substancji ze św iatła 
przewodu najądrza. W edług Arya i wsp. [4] mogą one pobierać z komó
rek głównych zresorbowany m ateriał w celu jego końcowego traw ienia. 
Sinowatz [128] wykazał w komórkach podstaw nych aktywność wielu 
enzymów hydrolitycznych.

Komórki jasne, szczególnie licznie w ystępujące w ogonie najądrza, 
w ykazują również zdolności absorpcyjne, większe aniżeli przylegające 
do nich kom órki główne [99, 100]. Absorbują one substancje zaw arte 
w świetle przewodu najądrza, pochodzące z nadwyżki wydzielanych gli- 
koprotein, a także krople cytoplazm atyczne dojrzewających plem ników 
[5]. Komórki te w dystalnej części głowy w ykazują również funkcję se- 
krecyjną [4]. W kom órkach jasnych Cohen i wsp. [32] wykazali histo- 
chemicznie obecność anhydrazy węglanowej. W ykazują one również w y
soką aktywność dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, zlokalizowanej 
w bardzo licznych w tych komórkach m itochondriach [1].

W kom órkach szczytowych głowy najądrza również zachodzą procesy 
absorpcyjne [100]. Podobnie jak w kom órkach jasnych, w ykryto w nich 
histochemicznie obecność anhydrazy węglanowej [32] i wysoką aktyw 
ność dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej [1]. Badania Cohena i wsp. 
[32] sugerują zależność m iędzy aktyw nością anhydrazy węglanowej 
w  tych kom órkach a zakwaszeniem  lub alkalizacją płynu kanalikowego. 
Goyal [62] natom iast obserwował sporadycznie w tych kom órkach dege
nerujące główki plemników.

Komórki wąskie, w ystępujące w odcinku inicjalnym  głowy najądrza, 
wykazują, podobnie jak  pozostałe typy komórek, funkcje absorpcyjne 
[5].

7 — P B K  1/88
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NIEKTÓRE ZMIANY W PLEMNIKACH W PROCESIE ICH DOJRZEWANIA

W czasie wędrówki plemników przez najądrze zachodzi w nich wiele 
zmian biochemicznych, strukturalnych  i czynnościowych, określanych 
zwykle jako „dojrzew anie plem ników”. Efektem  ich jest uzyskanie przez 
plem niki zdolności do ruchu postępowego i zapłodnienia kom órki ja jo 
wej.

Zagadnienia związane z przem ianam i biochemicznymi plem ników 
w procesie ich dojrzewania są różnorodne, rozległe i złożone. Dotyczą 
różnej aktywności glikolitycznej [126, 142, 144] i zapotrzebow ania na 
energię [144, 145] plem ników dojrzewających i już dojrzałych, zmaga
zynowanych w ogonie najądrza i w nasieniowodzie, zmian w składzie 
fosfolipidów i kwasów tłuszczowych, budujących stru k tu ry  plem nika 
[79, 109, 126, 142], uw alniania kwasu arachidonowego, stanowiącego sub- 
s tra t do produkcji prostaglandyn w najądrzu [109, 143] i wiele innych 
przemian. Z procesami tym i związane jest pojawienie się lub zaham o
wanie aktywności wielu enzymów i inhibitorów. Omówienie tych zagad
nień nie mieści się jednak w ram ach tej pracy.

Zm iany struk tura lne  dotyczą zarówno główki, jak  i w itki plemników. 
U wielu gatunków  zwierząt w procesie dojrzewania plem ników zmienia 
się struk tu ra  morfologiczna akrosomu. P rzyjm uje on w najądrzu kształt 
i wielkość charakterystyczną dla danego gatunku [12, 13, 50]. Zróżnicowa
nie morfologiczne plem ników ssaków w yraża się bowiem w najw iększym  
stopniu rozmaitością kształtów i wielkością akrosomów [81]. Badania de 
Vries i wsp. [147] wykazały ponadto, że brak akrozyny w segmencie rów 
nikowym  akrosomu plem ników z najądrza i obecność jej w tym  rejonie 
w plem nikach z ejakulatu jest częścią procesu dojrzew ania plemników. 
Akrozyna bierze udział w traw ieniu zona pellucida, co pozwala plem 
nikom spenetrować ostatnią przeszkodę, jaką napotykają na drodze do 
cytoplazm y komórki jajowej. Późniejsze pojawienie się tego enzymu 
w rejonie równikowym  akrosomu wiąże się prawdopodobnie z później
szym jego uw alnianiem  w reakcji akrosom alnej, po hialuronidazie, która 
działa pierwsza i traw i substancje spajające komórki w ieńca prom ieni
stego.

W czasie wędrówki plemników z głowy do ogona najądrza i do na- 
sieniowodu następuje ostateczna kondensacja chrom atyny jąder plem 
ników. Proces ten odbywa się głównie poprzez u tlenianie grup sulfhy- 
drylow ych cysteiny do wiązań dwusiarczkowych. W edług Pellicciari 
i wsp. [110], liczba grup sulfhydrylow ych w chrom atynie jąder plem ni
ków m yszy z głowy, trzonu i ogona najądrza oraz nasieniowodu wynosi 
kolejno 50, 15, 5 i 3°/o. Spadek liczby tych grup spowodowany jest stop
niowym utlenianiem  ich do wiązań dwusiarczkowych.
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Badania własne dostarczyły inform acji potwierdzających i poszerza
jących te doniesienia. Zastosowanie cytofotom etrycznych pomiarów DNA 
i analizy kom puterowej obrazu jąder plemników pozwoliło stwierdzić, 
że w czasie wędrówki plem ników z głowy do ogona najądrza wraz z za
w artością chrom atyny w zrasta również jej homogenność, a zmniejsza się 
pow ierzchnia jąder i jego obwód [123].

W białkach struk turalnych  w itki plem nika zachodzi podobny proces 
u tlen ian ia  grup sulfhydrylow ych do wiązań dwusiarczkowych. Jest on 
połączony z uwalnianiem  cynku z plem ników [82]. Pojaw ienie się tych 
w iązań powoduje większą sztywność w itki plemnika, co według Calvina 
i Bedforda [23] związane jest z uzyskaniem  przez nie ruchliwości. W iąza
nia dwusiarczkowe wchodzą w skład podobnych do keratyn  białek błony 
zew nętrznej mitochondriów, włókien gęstych i otoczki włóknistej [24].

W m iarę jak plem niki przechodzą z głowy najądrza do ogona, liczba 
w iązań dwusiarczkowych w zrasta w najw iększym  stopniu w białkach 
otoczki włóknistej i błony zewnętrznej m itochondriów, której wzmocnie
nie w ynika prawdopodobnie z konieczności odpowiedniej adaptacji rejo 
nu w staw ki narażonego na silne deform acje podczas ruchu witki [81].

We włóknach gęstych proces utleniania grup sulfhydrylow ych do 
wiązań dwusiarczkowych nie jest tak  znaczny. N iepełny rozwój wiązań 
dwusiarczkowych powoduje, że włókna te są m niej sztywne, a zatem  
bardziej elastyczne i nie ham ują ruchów w itki [8, 9].

ROLA ANDROGENÓW, ESTROGENÓW I PROGESTERONU W NAJĄDRZU

Czynnikami kontrolującym i proces dojrzewania plem ników w nająd 
rzu są androgeny. W obecności androgenów następuje w głowie nająd 
rza dojrzewanie plemników, a odpowiednie stężenie tych hormonów 
w trzonie i ogonie najądrza oraz w nasieniowodzie w arunkuje praw idło
wą ich przeżywalność.

Czas przebyw ania plemników w najądrzu, w celu uzyskania zdolnoś
ci do zapłodnienia, różni się nieco u poszczególnych gatunków  zw ierząt 
i wynosi przeciętnie 7-14 dni, a u człowieka 10-14 dni. Również odqi- 
nek najądrza, który osiągnąć muszą plemniki, by stać się zdolnymi do 
zapłodnienia, jest różny u poszczególnych gatunków. U szczura plem niki 
stają się zdolne do zapłodnienia, gdy osiągną bliższą część ogona nająd 
rza. Tracą ją 3 dni po kastracji i 4 dni po hypofizektom ii. Podanie 2 
mg/kg/dzień propionianu testosteronu zapobiega efektom spowodowanym 
kastracją lub hypofizektomią [47]. P rzy niedoborze androgenów pojaw ia
ją się w najądrzu morfologicznie niedojrzałe plem niki [15].

Androgeny mogą działać na plem niki bezpośrednio lub pośrednio
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poprzez komórki nabłonka najądrza. Wiele danych świadczy o tym , że 
jest to głównie wpływ pośredni. Plem niki szczurów, którym  podawano 
try tow any testosteron, znakowane były bardzo słabo w porów naniu 
z tkanką najądrza [cyt. za [47]]. Androgeny natom iast stym ulują kom ór
ki nabłonkowe do czynności sekrecyjnych [14, 25, 57, 60, 88, 89], a w y
dzieliny w ytw arzane z kolei w komórkach i substancje pobierane przez 
nie z krw i przyczyniają się do dojrzewania plemników i ich przeżyw a
nia [17-19, 22, 27, 28, 141]. N ajądrze otrzym uje androgeny z 3 źródeł. 
Płyn niosący plem niki z jądra  do najądrza zawiera testosteron (T). T rans
portow any tą drogą T związany jest z białkiem  wiążącym androgeny 
(androgen binding protein — ABP). ABP jest więc nośnikiem  androge- 
nów z jądra  do najądrza, a los tego białka w najądrzu może być różny. 
ABP w świetle najądrza może uwalniać niesione androgeny i tracić zdol
ność wiązania bez wchodzenia do kom órek nabłonkowych. Kompleks 
ABP—androgen może być w całości absorbowany przez kom órki na 
błonkowe proksym alnej części najądrza. Androgeny uw alniane są w tedy 
w komórkach, a ABP degradowane jest przez enzym y lizosomalne. W resz
cie ABP, po wejściu do cytoplazmy komórki nabłonkowej, może pełnić 
wew nątrzkom órkową funkcję transportu jącą i przekazywać androgeny 
receptorom  cytoplazmatycznym, które przenoszą je do jąder kom órko
wych [56]. Według oznaczeń G anjam a i Am anna [57], płyn z rete  testis 
buhaja niosący plem niki z jąder do najądrza zawiera 33 ± 3 ng/m l T.

Drugą pulę androgenów otrzym uje najądrze z krwi. Hormony te wcho
dzą do najądrza poprzez komórki nabłonkowe drogą dyfuzji ułatw ionej 
[139].

Trzecią możliwość sugerują badania Ham iltona i Faw cetta [64]. A u
torzy ci podają, że komórki nabłonkowe przewodu najądrza chomika 
mogą same syntetyzować niewielkie ilości T. Syntetyzują również cho
lesterol. Podając szczurom znakowany l - 14C-octan stw ierdzili w budo
wywanie jego do cholesterolu i T wzdłuż całej długości najądrza i na- 
sieniowodu, w różnej ilości w poszczególnych segmentach. Jednak  nie
cały znakowany cholesterol zostaje zużyty do syntezy androgenów. Część 
jego jest prawdopodobnie zużywana do odnowy błon komórkowych. Ba
daniam i histochemicznymi i biochemicznymi wykazano, że enzym y bio
rące udział w sterydogenezie są obecne w kom órkach najądrza i mogą 
powodować przejście pregnenolonu i progesteronu do następnych etapów  
sterydogenezy [59, 74],

Głównym androgenem  najądrza jest dw uhydrotestosteron (DHT). Ma 
on bardziej efektyw ny wpływ na utrzym anie zdolności do zapłodnienia 
plemników niż T [94]. Komórki nabłonkowe przewodu najądrza m ają 
wysoką aktywność 5u-reduktazy — enzymu, k tóry powoduje przejście 
T do DHT [44, 121, 124]. DHT może w najądrzu przechodzić dalej do
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5a-androstan-3a, 17(3-diolu (3a-diol), a u niektórych gatunków też do 
5a-androstan-3|3, 17|3-diolu (3|3-diol) [57].

Androgeny w ystępują w różnym  stężeniu w płynie najądrza i w jko- 
m órkach, w zależności od części najądrza. Na przykład stężenie 5-a DHT 
jest wyższe w głowie najądrza szczura niż w ogonie. Z całkowitej iloś
ci DHT w głowie 30,2 ng/g tkanki, 20,5 ng/g tkanki jest zlokalizowane 
w płynie najądrza, a pozostała część w komórkach, podczas gdy z cał
kowitej ilości 8,6 ng/g tkanki tego horm onu w ogonie najądrza, 2,8ng/g 
tkanki w ystępuje w płynie, a 5,8 ng/g tkanki w komórkach. Ilość 
T obecna w głowie i ogonie najądrza szczura wynosi 1-2 ng/g tkanki. 
W płynie kanalików odprowadzających koncentracja T jest wysoka, 28,8 
ng/ml, a DHT znacznie niższa, 1,9 ng/ml. Dane te wskazują, że płyjn, 
w którym  zanurzone są plem niki w jądrze i najądrzu, zaw iera wysokie 
stężenie androgenów i że w m iarę przesuw ania się płynu z jądra  i dalej 
poprzez najądrze w ystępuje zmiana stosunku T do DHT [146].

Istn ieją  dowody, że DHT jako główny m etabolit T ma podstawowe 
znaczenie w procesie dojrzewania plem ników w najądrzu. Badania pro
wadzone przez wielu autorów wykazały, że DHT i 3a-diol są głównymi 
m etabolitam i T w najądrzu szczurów in vivo [10, 45, 46, 118]. Stosunek 
DHT do 3a-diolu był znacznie wyższy w płynie (5,1 : 1) niż w pozostałej 
zhomogenizowanej tkance najądrza (2,6 : 1). Fakt, że koncentracja DHT 
jest wyższa w płynie, przem aw ia za tym, że DHT przechodzi z komórek 
do św iatła przewodu. W edług Backa [10], DHT jest ważny dla inicjacji 
w ew nątrzkom órkowych procesów w komórkach najądrza i pełni również 
rolę aktyw nego androgenu w świetle przewodu. Potwierdzeniem  bezpoś
redniego wpływu androgenów na kom órki nabłonkowe najądrza jest o- 
becność w nich specyficznych receptorów dla T i DHT. Wykazano, że 
(3H)T i (3H)DHT podany dożylnie kastrow anym  szczurom lokalizuje się 
w jądrach  komórek nabłonkowych. Radioaktywność związana jest z du
żymi cząsteczkami ekstrak tu  jąder komórkowych, które sedym entują 
w gradiencie gęstości sacharozy przy 3,5 S [14].

Godny podkreślenia jest fakt, że łączenie się (3H)T z receptorem  ją 
drowym  in vitro jest ograniczone. Przy niskim  stężeniu (3H)T w środo
wisku, 75-92% znakowanego T przechodzi w połączony z receptorem  
DHT i stan ten  nie ulega zmianie, kiedy stężenie (3H)T w środowisku 
ulega zwiększeniu. Świadczy to o tym, że głównie DHT wiąże się z re 
ceptorem  komórek nabłonkowych najądrza [14]. Potwierdzeniem  są w y
niki badań in vitro, w których stwierdzono, że DHT zlokalizowany w ją 
drach komórek nabłonkowych najądrza związany jest z kontrolą syntezy 
białek [14, 57] i że synteza ta  nie może odbywać się bez androgenów 
[21, 25, 60, 97, 99].

Podanie szczurom antyandrogenu — octanu cyproteronu powoduje,
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że komórki najądrza nie pobierają androgenów. Spowodowane jest to 
kom petycyjnym  wiązaniem  antyhorm onu z receptorem  i niemożliwością 
przeniesienia utworzonego kompleksu octan cyproteronu — receptor do 
jąder kom órkowych [134]. Stwierdzono, że octan cyproteronu podany 
szczurom podskórnie lub wszczepiony w silastikowych kapsułkach ha
m uje zdolność do zapłodnienia plemników [131]. Zatem w obecności an
drogenów komórki najądrza, przez swą zdolność do wydzielania i absorp
cji, u trzym ują stałe środowisko w świetle przewodu najądrza, korzystne 
dla dojrzewania i przeżywania plemników.

Przeprowadzono również wiele badań, których celem było określenie 
funkcji estrogenów w najądrzu i identyfikacja receptorów dla tych hor
monów w tym  narządzie [37-39, 67}. Interesujących danych dostarczy
ły tu prace Schleichera i wsp. [125], którzy badali w iązanie estradiolu 
(3H)E2 i DHT (3H)DHT w najądrzu myszy. W iązanie (3H)DHT do jąder 
komórek głównych nabłonka przewodu było wysokie w głowie najądrza, 
niskie w trzonie i znowu wysokie w ogonie, podczas gdy znakowany 
(3H)E2 wiązał się najsilniej z jądram i komórek głównych w kanalikach 
odprowadzających, silnie z (komórkami głównymi w głowie najądrza, 
a w trzonie i ogonie wiązanie było niskie lub zgoła nieobecne. Komórki 
szczytowe w głowie najądrza i komórki jasne w trzonie i ogonie w yka
zywały silne wiązanie (3H)E2, a znacznie słabsze (3H)DHT. To różne na
silenie wiązania (3H)DHT i (3H)E2 w poszczególnych odcinkach najądrza 
i typach komórek sugeruje, że te dwa hormony pełnią odmienną funkcję 
zarówno w topograficznie różnych odcinkach najądrza, jak  i w poszcze
gólnych typach komórek. Komórki szczytowe i jasne były bowiem silnie 
znakowane (3H)E2. Oba typy komórek m ają właściwości sekrecyjne i ab
sorpcyjne [87], a po kastracji nie stwierdzono zmian w ich u ltrastruk tu - 
rze.

Funkcja estrogenów w najądrzu nie jest zupełnie jasna. Estrogeny 
są znanymi antyandrogenam i. H am ują zarówno wydzielanie gonadotro
pin przez przysadkę [131], jak  i działanie tych hormonów na jądro ,[131, 
133]. Inhibują również efekty działania testosteronu w najądrzu [93]. 
Tindall i wsp. [135] wykazali, że 17^-estradiol ham uje w 58°/o w iązanie 
(3H)T do cytozolu, a w 95°/» do jąder komórek przewodu najądrza kastro
wanych szczurów, podczas gdy octan cyproteronu ham uje wiązanie tego 
androgenu odpowiednio w 38 i 83°/o. 17(3-estradiol znosi również w iąza
nie (3H)DHT z receptorem  jądrow ym  kom órek najądrza i zmienia m eta
bolizm (3H)T, zmniejszając jego konw ersję do (3H)DHT, podczas gdy oc
tan  cyproteronu w badaniach autorów  nie wykazywał wpływu na m eta
bolizm T. Dane te sugerują, że 17(3-estradiol w yw iera w najądrzu b a r
dziej inhibujący efekt niż octan cyproteronu.

Jenkins i wsp. [77] donoszą, że estrogeny m ają wpływ na skład jo
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now y płynu najądrza. Podanie w alerianianu estradiolu samcom szczu
rów  zwiększa zawartość Na i chlorków, a zmniejsza stężenie P, (S, Ca 
i Mg w  płynie głowy najądrza, natom iast w płynie ogona w zrasta tylko 
stężenie chlorków, a koncentracja pozostałych jonów nie ulega zmianie. 
W alerianian estradiolu nie w yw iera w pływ u na skład płynu kanalików 
nasiennych i osocza krw i szczurów, zatem  w głowie najądrza, gdzie na
stępu je  dojrzew anie plemników, zm iany w składzie jonowym  płynu na
jądrza, po podaniu tego estrogenu, są największe.

Trudno wnioskować, na podstawie dostępnych wyników badań, czy 
w alerianian estradiolu wpływa bezpośrednio na komórki lub czynniki 
regulujące skład jonowy płynu najądrza, czy też zm iany w składzie jo
nowym  płynu są wynikiem  jego antyandrogennego działania. Jakikol
w iek byłby jednak  mechanizm działania estrogenów w najądrzu, biolo
giczna rola badanych jonów w komórkach, w tym  również w plem ni
kach, jest duża. Udział ich w transporcie komórkowym (Na), m etabo
lizmie energetycznym  (P), ruchliwości plemników (Ca) oraz fakt, że są 
one kofaktoram i enzymów (Mg) i składnikam i białek strukturalnych  
(S), m a niew ątpliw ie duże znaczenie w procesie dojrzewania plemników.

M amy również doniesienia, że plem niki z ejakulatu  mogą m etaboli
zować estradiol do estronu [119]. W ludzkich plem nikach estradiol w ią
zany jest do plazmolemy, w najw iększej ilości we wstawce, w m niej
szej w główce i w itce [29]. Plem niki wiążą również progesteron i testo
steron [30]. Sposób, w jaki związane z błoną komórkową sterydy prze
mieszczane są do w nętrza plemnika, nie jest znany. M etabolizowanie 
estradiolu przez plem niki m a być może znaczenie w żeńskich drogach 
rodnych, gdzie estrogeny w pływ ają na m igrację ludzkich plemników 
przez śluz szyjkow y [83].

W najądrzu  stw ierdza się również obecność progesteronu. W płynie 
ogona najądrza buhaja, według oznaczeń Ganjam a i Am anna [57], w y
stępuje 7,4 ±0,7 ng/m l progesteronu, podczas gdy stężenie androgenów 
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 podają, że proge
steron w ystępuje w najw iększym  stężeniu w tych odcinkach najądrza 
buhaja, gdzie m a miejsce m agazynowanie już dojrzałych plemników.

Inne badania dowiodły, że plem niki izolowane z ogona najądrza kas
trow anych chomików utrzym ują zdolność do zapłodnienia, kiedy znajdą 
się w środowisku bogatym  w progesteron i DHT lub 3a-diol [92]. Dla
tego przypuszcza się, że progesteron utrzym uje żywotność dojrzałych 
plem ników zm agazynowanych w ogonie najądrza.

Danzo i E ller [36] wykazali w badaniach in vitro z użyciem skraw 
ków najądrzy  kastrow anych królików, że progesteron ham uje konwersję 
T do DHT i 3a(3|3)-dioli. Całkowite zaham owanie syntezy DHT i 3a(3|3)-
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-dioli w środowisku w obecności progesteronu spowodowane jest p raw 
dopodobnie jego ham ującym  wpływem  na aktywność 5u-reduktazy, en
zymu koniecznego do konw ersji T do DHT. Jest również możliwe, że 
progesteron ham uje aktywność dehydrogenazy 3a(3|3)-hydroksysterydo- 
wej katalizującej przejście DHT do 3u(3(3)-dioli.

Wykazano, że zarówno progesteron, jak i estrogeny wchodzą do na
jądrza z krw i poprzez błonę podstaw ną komórek przewodu najądrza na 
zasadzie dyfuzji ułatw ionej [74, 139].

Z przedstaw ionych tu  badań wielu autorów  wynika, że plem niki 
w świetle przewodu najądrza zanurzone są w płynie bogatym  w sterydy  
i że w poszczególnych częściach najądrza skład oraz stężenie tych ho r
monów są różne, ale stałe i odpowiednie do funkcji, którą spełniają 
w procesie dojrzewania i przeżywania plemników. Jest prawdopodobne, 
że ham ujący wpływ estrogenów na produkcję androgenów oraz proge
steronu na aktywność enzymów biorących udział w sterydogenezie an
drogenów zapewnia określone i optym alne stężenie T oraz DHT, n ie
zbędne do stym ulacji procesów toczących się w najądrzu.

Badania P ierrepointa i wsp. [41, 115-117] sugerują również, że na
jądrze pełni nadrzędną rolę w stosunku do gruczołów dodatkowych i że 
istnieje możliwość przekazyw ania hormonów z najądrza do prostaty  i pę
cherzyków nasiennych poprzez żyłę nasieniowodową oraz przez nasie- 
niowód. Prawidłow y poziom androgenów w najądrzu w arunkuje i u trzy 
m uje funkcjonalną aktywność gruczołów dodatkowych [117]. W nieobec
ności najądrzy stwierdzono zmniejszenie liczby receptorów jądrow ych 
dla androgenów w kom órkach prostaty  i wzrost liczby receptorów nie- 
zajętych [114].

TRANSPORT PLEMNIKÓW PRZEZ NAJĄDRZE

Uwalniane z komórek podporowych plem niki transportow ane są do 
najądrza razem  z płynem  w ytw arzanym  w jądrze. W transporcie plem ni
ków w jądrze dużą rolę odgryw ają skurcze m iofibroblastów kanalików 
nasiennych i osłonki białawej jądra, które są m. in. efektem  działania 
prostaglandyn [40, 58, 65]. Gdy PG F2a pobudza skurcze m iofibroblastów 
i osłonki, PGE2 ham uje wielkość i częstość skurczu miofibroblastów, 
a  PGEX w ykazuje takie działanie w stosunku do osłonki białawej [49, 66].

T ransport plemników przez najądrze jest wynikiem  skurczu ściany 
przewodu najądrza i w ew nątrzkanalikowego ciśnienia. U wielu gatunków  
zw ierząt najądrze m a unerw ienie autonomiczne — adrenergiczne i cho-
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linergiczne, chociaż liczba jednych i drugich włókien nerw owych może 
być różna w poszczególnych częściach najądrza [48, 106]. Szczególnie 
bogate unerw ienie ma ogon najądrza i nasieniowód. Stwierdza się ,tu 
przew agę unerw ienia współczulnego, a liczba neuronów adrenergicznych 
jest duża i w zrasta w m iarę jak  zwiększa się pokład komórek mięśnio
w ych gładkich [105, 129]. W edług Baum gartena i wsp. [11] włókna ner
wowe układu autonomicznego, szczególnie jednak włókna adrenergiczne, 
pełnią tu  ważną rolę w inicjacji nagłego i silnego skurczu ogona na ją 
drza i nasieniowodu podczas w yrzutu plem ników w czasie ejakulacji. Po
tw ierdzeniem  bogatego unerw ienia tych odcinków jest ich duża w rażli
wość na leki adrenergiczne [31, 113].

Odcinek najądrza, od kanalików krętych jądra  do środkowej części 
trzonu, jest natom iast u wielu zwierząt mało unerw iony lub w ogóle 
nie ma zakończeń nerwowych. S jóstrand [129] i Norberg [105] badając 
rozmieszczenie neuronów adrenergicznych w najądrzu stwierdzili, że 
w głowie najądrza neurony te rozmieszczone są bardzo rzadko, a włókna 
nerw owe nie dochodzą do ściany przewodu, tylko kończą się na naczy
niach krwionośnych. Badania Cosentino i wsp. [34], przeprowadzone na 
izolowanej głowie najądrza szczura, wykazały, że w skurczach głowy na
jądrza biorą udział, podobnie jak w osłonce jądra, prostaglandyny. Gdy 
PG F2a zwiększa kurczliwość głowy najądrza, PGE2 obniża ją. Obecność 
obu tych prostaglandyn stw ierdza się również w ogonie najądrza i w na- 
sieniowodzie. Jednoczesne oznaczenia tych substancji w jądrze, głowie 
najądrza, ogonie i nasieniowodzie umożliwiło porównanie ich stężeń 
w poszczególnych częściach układu płciowego. Badania takie przeprow a
dzone przez Cosentino i wsp. [34] wykazały, że PG w ystępują w bardzo 
niskim stężeniu w jądrze, bardzo wysokim w nasieniowodzie, a stężenie 
w najądrzu m a w artości pośrednie. W regulacji skurczów ściany ogona 
najądrza biorą również udział horm ony tylnego płata przysadki mózgo
wej — w azopresyna i oksytocyna [68, 76, 96]. W szystkie te czynniki 
rozpoczynają i u trzym ują falę perystaltyczną, która m a zasadnicze zna
czenie w transporcie plem ników przez najądrze.

Zaobserwowano, że kiedy fala skurczowa przesuwa się w kierunku 
ogona najądrza, w miejscu skurczu zmniejsza się średnica kanału na ją 
drza, a plem niki w raz z płynem  najądrza przesuwane są w kierunku od
wrotnym . W czasie rozkurczu zawartość kanału przepływ a z powrotem, 
ale już w kierunku zgodnym z perystaltyką. Niemałe znaczenie w tym  
procesie m ają zagięcia przewodu najądrza. Stanowią one m echaniczną 
zaporę, przez co w czasie skurczu w ytw arza się dodatkowe ciśnienie, któ
re w czasie rozkurczu wypycha zawartość tej części kanału w kierunku 
zgodnym z falą perystaltyczną [34].
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FAGOCYTOZA PLEMNIKÓW

Chociaż środowisko ogona najądrza i nasieniowodu jest korzystne dla 
plemników, nie zachowują one jednak przez czas nieokreślony swojej 
żywotności. Po dłuższej przerw ie w ejakulacjach plem niki tracą n a j
pierw  zdolność do zapłodnienia, potem ruchliwość i w końcu zostają 
sfagocytowane. S tare plem niki są eliminowane z układu płciowego w re 
gularnych odstępach czasu. Starzenie się plemników w najądrzu powo
duje u tra tę  zdolności do zapłodnienia w ciągu 20 dni u królika, 26 dni 
u świnki m orskiej i 20 dni u szczura, podczas gdy ruchliwość plemników 
zachowana jest u tych zwierząt znacznie dłużej, odpowiednio przez 40, 
53 i 42 dni (cyt. za [47]).

Fagocytoza plemników odbywa się w wielu miejscach męskiego u- 
kładu płciowego: w jądrze [72], sieci jąd ra  [61, 72], najądrzu [61, 70, 71, 
95, 108] i nasieniowodzie [33, 102]. W najądrzu biorą w niej udział ko
m órki nabłonkowe przewodu najądrza i wew nątrznabłonkow e m akrofagi 
[61, 71, 72, 95], które mogą w pewnych w arunkach opuszczać nabłonek, 
wchodzić do światła kanału i fagocytować plem niki [61, 71, 72]. Znaczną 
aktywność fagocytarną w ykazują kom órki nabłonkowe ogona najądrza 
[95], a szczególnie silną komórki nabłonka nasieniowodu [102]. W m ikro
skopie elektronowym  obserw uje się w cytoplazmie tych ostatnich orga- 
nele komórkowe plemników i fragm enty  witek, leżące bądź luźno w cy
toplazmie, bądź w dużych, otoczonych błoną wakuolach widocznych w y
raźnie w m ikroskopie świetlnym. Plem niki „pobierane” są przez kom ór
ki nabłonkowe w różny sposób. Badania M urakam i i wsp. [102] przepro
wadzone w nabłonku nasieniowodu kota za pomocą m ikroskopu elektro
nowego transm isyjnego i skaningowego wykazały, że plem niki pobierane 
są przez komórki najczęściej w pozycji pionowej główką albo witką, rza
dziej częścią środkową, i że kom órki nabłonkowe tworzą w ypustki api- 
kalnej cytoplazmy, pokryte plazmolemą. W ypustki te jakby wprowadza
ją  plem niki do w nętrza komórki. Jedna kom órka nabłonkowa może fa
gocytować dwa lub więcej plemników.

Badania przeprowadzone u m yszy z defektem  w garniturze chromo- 
somalnym jąder plemników wykazały, że aktywność fagocytarna komó
rek nabłonkowych i w ew nątrzkanałow ych m akrofagów jest w tym  przy
padku bardzo duża [95]. Ciągle jednak nie jest jasne, jak  kom órki na
błonkowe czy m akrofagi odróżniają stare lub uszkodzone plem niki od p ra
widłowych. Badania in vitro nie dostarczyły tu  spodziewanych rezulta
tów. M akrofagi otrzew nej myszy fagocytowały plem niki zarówno żywe, 
jak i m artwe, pochodzące od tej samej myszy, jak  i myszy innego szcze
pu, a także plem niki innego gatunku. Stwierdzono jednak znaczny spa
dek fagocytozy, kiedy za pomocą hipotonicznego buforu uszkodzono bło

http://rcin.org.pl



N A JĄ D R Z E  SSA K Ó W , CZ. II 107

nę komórkową plem ników [104], Prawdopodobnie uszkodzona błona ko
mórkowa plem nika traci struktury , które rozpoznawane są przez kom ór
ki fagocytujące.

W ydaje się, że aktywność fagocytarna komórek nabłonkowych i ma- 
krofagów nie jest ograniczona tylko do fagocytozy plemników, lecz m a 
znacznie szerszy zasięg. W ynika to z badań M urakam i i wsp. [103], 
którzy po wprowadzeniu lateksu do nasieniowodu kota stwierdzili, że 
fagocytowany jest on również przez kom órki nabłonkowe i m akrofagi. 
Zatem  komórki te nie są wybiórczo nastaw ione na fagocytozę plem ni
ków, ale mogą unieczynniać też inny obcy m ateriał, oczyszczając w ten  
sposób światło nasieniowodu.

Przedstawione wiadomości dotyczące morfologii i funkcji najądrza 
dowodzą, że wydzielanie w kom órkach nabłonkowych i odpowiednie stę
żenie hormonów androgennych, estrogenów i progesteronu w tym  narzą
dzie m ają podstawowe znaczenie w dojrzew aniu i przeżywaniu plem ni
ków. Te procesy, jak  i możliwość elim inowania starych i uszkodzonych 
kom órek rozrodczych w najądrzu, świadczą o randze i znaczeniu tego 
odcinka układu płciowego w procesie męskiej płodności.
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