PL ISSN 0324-833X

POLSKIE
TOWARZYSTWO
ANATOMICZNE

POLSKIE
TOWARZYSTWO

BIOLOGII
KOMORKI

POLISH
ANATOMICAL
SOCIETY

POLISH SOCIETY

FOR CELL
BIOLOGY

VOL. 28, 2001

Suplement nr 18

Redaktorzy: L. Bablok, J. Polkowska, L. Zwierzchowski

ZAGADNIENIA ROZRODU
CZLOWIEKA | ZWIERZAT 2

ASPECTS OF REPRODUCTION
IN HUMAN AND ANIMALS 2

Redaktorzy: J. Kawiak, Z. Osuchowska

TRANSPLANTACJA KOMOREK
CELL TRANSPLANTATION



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 28,2001 Suplement Nr 18 (1-244)
ADVANCES IN CELL BIOLOGY VOL. 28,2001 Supplement Nr 18 (1-244)

Kwartalnik Polskiego Towarzystwa Anatomicznego, Polskiego Towarzystwa Biologii Komdrki, Pol-
skiej Sieci UNESCO oraz Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej wydawany z cze$ciowg
pomocg finansowg Komitetu Badan Naukowych.

Quarterly of the Polish Anatomical Society, the Polish Society of Cell Biology, the Polish UNESCO
Net, and the Foundation for Cell Biology and Molecular Biology, partialy supported by the Commit-
tee for Scientific Research (KBN)

Redaguje Kolegium - Editors:

Szczepan BILINSKI - biologia rozwoju, embriologia, cytoszkielet, potgczenia miedzykomérkowe - develop-
mental biology, embryology, cytoskeleton, cell junctions - Inst. Zoologii UJ, 30-060 Krakéw, Ingardena 6
Lilia HRYNIEWIECKA - energetyka komérki, mitochondria - cell energetics, mitochondria - Zaktad
Bioenergetyki, Uniwersytetu im. A. Mickiewicza, 61-701 Poznan, ul. Fredry 10

Bozena KAMINSKA - neurobiologia, biologia molekularna - neurobiology, molecular biology - Instytut
Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego 02-097 Warszawa, ul. Pasteura 3

Jerzy KAWIAK - immunologia, cytometria, hematologia, biologia nowotworéw - immunology, cytometry,
hematology, cancer biology - Zaktad Cytologii Klinicznej CMKP, 01-813 Warszawa, ul. Marymoncka 99
Wincenty KILARSKI - mie$nie, skurcz miesniowy, ruchy komérek - muscles, muscle conctraction, cell
movements - Instytut Zoologii UJ, 30-060 Krakéw, ul. Ingardena 6

Maria OLSZEWSKA - komorki rodlinne, informacja genetyczna w komoérkach roslinnych i zwierzecych -
plant cells, genetic information in plant and animal cells - Zaktad Cytologii i Cytochemii Roélin Instytutu
Fizjologii i Cytologii Uk, 90-237 £6dZ, ul. Banacha 12/16

Barbara PLYTYCZ - immunologia - immunology - Instytut Zoologii UJ, 30-060 Krakéw, ul. Ingardena 6
Maciej ZABEL - histologia ogdlna, endokrynologia, histochemia (immunocytochemia, hybrydocytochemia),
ultrastruktura komérek - histology, endocrinology, histochemistry (immunocytochemistry, hybrydocytoche-
mistry), cell ultrastructure - Zaktad Histologii AM, 50-368 Wroctaw, ul. Chatubifiskiego 6a

Jan ZEROMSK I -patologia, immunologia, cytom etria-pathology, immunology, cytometry -K atedra iZaktad
Immunologii AM 60-355 Poznan, ul. Przybyszewskiego 49

Rada Redakcyjna - Advisory Board:

Zofia OSUCHOWSKA - przewodniczaca, Mieczystaw CHORAZY, Leszek CIECIURA, Antoni HORST,
Aleksander KOJ, Wiodzimierz KOROHODA, Leszek KUZNICKI, Olgierd NARKIEWICZ, Aleksandra
PRZELECKA, Aleksandra STOJALOWSKA, Lech WOJTCZAK

Adres Redakcji - Editorial Office: Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, ul. Marymon-
cka 99, 01-813 Warszawa, Poland, tel. 8340 344, fax 8340470, email: jkawiak@ cmkp.edu.pl.

© Fundacja Biologii Komorki i Biologii Molekularnej - Foundation for Cell Biology and Molecular Biology

Wszystkie prawa zastrzezone. Zabrania sie kopiowania czeséci lub catos$ci bez uprzedniego pisemnego zezwo-
lenia Fundacji Biologii Komérki i Biologii Molekularnej.

Al rights reserved. No part of this publication may be reproduced in any form or by any means without the
prior written permission of the publisher. Requests to the publisher for permission should be adressed to the
Fundacja Biologii Komorki i Biologii Molekularnej.

Ark. wyd. 19,0, Ark. druk. 15,25. Podpisano do druku w pazdzierniku 2001 r, Druk ukoiczono w listopadzie 2001 r.


mailto:jkawiak@cmkp.edu.pl

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 28, 2001 SUPLEMENT Nr 18 (1)

WSTEP

W dniach 5-8 czerwca 2001 r. odbyt sie w Warszawie Il Krajowy Zjazd To-
warzystwa Biologii Rozrodu. Biologia rozrodu obejmuje wiele réznorodnych za-
gadnien, w ktorych postep w ostatnich latach jest ogromny. Komitet Organizacyjny
Zjazdu zaprosit szereg specjalistow do wygtoszenia referatow przeglagdowych celem
zapoznania uczestnikow Zjazdu z nowymi trendami w tych dziedzinach. Referaty
wygtoszone zostaty w czterech sekcjach zatytutowanych: '’Rozréd cztowieka” ;
’Fizjologia rozrodu - mechanizmy neurochormonalne” ; ’Biochemiczne i mole-
kularne mechanizmy rozrodu” oraz '’Rozrdd zwierzat” .

Dzieki zyczliwosci Redakcji *’Postepdw Biologii Komorki” mozemy referaty
te w catosci przedstawi¢ w obecnym suplemencie, za co serdecznie dziekujemy.
Dziekujemy rowniez wszystkim prelegentom za wygtoszenie referatéw i przygo-
towanie ich do druku,

Komitet Organizacyjny
1 Zjazdu Krajowego Towarzystwa Biologii Rozrodu
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GENETYCZNE ASPEKTY ROZRODU CZLOWIEKA

GENETIC ASPECTS OF MALE INFERTILITY

Maciej KURPISZ, Monika SZCZYGIEL, Ewa WILAND
Zaktad Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu

Streszczenie: Czynnik genetyczny jest jedng z najbardziej prominentnych przyczyn eliminacji zarod-
kow/ptodow, a takze tzw. spontanicznych poronien. Nadal wiele trudnosci technicznych sprawia
prowadzenie tzw. diagnostyki pre-implantacyjnej, na poziomie chromosoméw gamet. Programy poza-
ustrojowego zaptodnienia w warunkach in vitro powinny by¢ otoczone szczegélnie starannym nadzorem
genetycznym. Podnosi sie niebezpieczenstwo wzrostu wystepowania wad genetycznych, zaleznych od
wieku rodzicéw. Teratozoospermia jawi sie jako bardzo skomplikowany diagnostycznie objaw trudny
dla oceny genetycznej, jak i uzyskiwania satysfakcjonujacych wynikéw terapeutycznych.

(Postepy Biologii Komoérki 2001; 28 supl. 18: 3-7)

Summary: Genetic factor appears as the most prominent cause for elimination of early embryos, fetuses
and reason for spontaneous abortions. Still, there are technical difficulties for good pre-implantation
diagnosis on chromosomal level in gametes. Artificial insemination in vitro has to be very carefully
supervised and evaluated on genetic level. It is discussed the possible rise of genetic defects associated
with the age of parents. Teratozoospermia seems to present complex diagnostic issue as well as the
therapeutic challenge.

(Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18 ; 3-7)

Ocenia sie, ze czesto$¢ aberracji chromosomowych w materiale zarodkowo-pto-
dowym ulegajacemu aborcji wynosi ok. 50%. Sposrdd tych poronien, w ok. 50-52%
wystepujg trisomie, monosomie chromosomu X w 15-24%, triploidie w 15-22%,
aberracje strukturalne w 4-8%, a tetraploidie w 2-7%. Aberracje chromosomowe
sg stosunkowo rzadko obserwowane u noworodkdéw, a czesto$¢ ich wystepowania
w zygocie prawdopodobnie osigga az 40%. Aneuploidie wystepujg az w 70% aberracji
chromosomowych, uwidocznionych w wyniku aborcji spontanicznych - u nowo-
rodkow mozna zaobserwowac aberracje chromosomow pici oraz trisomie chro-
mosomaéw pary 13, 18 21. Aneuploidie u cztowieka wynikajg z btedéw w segregacji
chromosoméw matczynych i ojcowskich oraz wadliwej gametogenezy. W modnej
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ostatnio diagnostyce preimplantacyjnej, do oceny aberracji chromosomowych wy-
stepujacych w gametogenezie uzywa sie dos¢ skomplikowanych technik - penetracji
plemnikéw do oocytdw innych gatunkéw (HOPA), hybrydyzacji in situ z zasto-
sowaniem réznych znacznikéw, wtym czesto fluorescencji (FISH stosuje sie zaréwno
w jadrach plemnikoéw, jak i oocytow), oceny ciatek kierunkowych oocytu oraz
analizy morfologicznej, prowadzonej zaréwno w oocytach, jak i wczesnych za-
rodkach. Analiza cytogenetyczna ujawnita stosunkowo wysoki odsetek aneuploidii
w dojrzatych mejotycznie oocytach (niezaptodnionych), pozyskanych dla programu
wspomaganego rozrodu (na 4000 oocytow az 23% ujawnito aneuploidie [2]). W
tym w oocytach, ktdére nie ulegty zaptodnieniu w programie pozaustrojowym IVF
- w 12% ujawniono aneuploidie. W innych badaniach, obejmujacych 648 oocytow
(analizowanych metodg FISH), anomalie chromosomowe ujawniono w 208, tj. 32,1 %
[11].

Stosunkowo duzg trudnos$¢ sprawia analiza cytogenetyczna plemnikéw. Metoda
HOPA (spontaniczne wnikanie plemnikéw do k. jajowej innych gatunkéw) nie
gwarantuje analizy wszystkich plemnikdéw, zwtaszcza patologicznych, nieruchomych
i 0 obnizonym potencjale penetracyjnym. Metody mikromanipulacji oraz FISH (na
jadrach o nierozplecionych chromosomach) sg aktualnie intensywnie wykorzysty-
wane, ale nie mogg zagwarantowac¢ catkowitego zakresu analizy cytogenetycznej.
Rozne grupy autorow analizujg od kilkuset do najwyzej kilkunastu tysiecy ple-
mnikow. W normozoospermicznymejakulacie moznaoczekiwac¢ 10-14% plemnikow
z anomaliami chromosomowymi, w tym 1-4% aneuploidii oraz 3-13% aberracji
strukturalnych [10]. W populacji nieptodnych pacjentéw aberracje chromosomowe
zdarzajg sie znacznie czesciej i to zaréwno wsréd chromosomdw plemnikowych
(w ekstremalnej amorfii plemnikowej moga one siega¢ az kilkadziesigt procent),
jak i chromosomow analizowanych w leukocytach krwi obwodowej. W badaniach
prowadzonych w obrebie Zespotu Biologii Rozrodu, szczeg6lnie duzo zmian chro-
mosomowych uwidacznianych jest pod postacig 'markeréw’ chromosomowych w
leukocytach; w analizowanych populacjach z nieptodnoscia idiopatyczng odsetek
'markerow’ moze dochodzi¢ do 36% [12]. Z kolei zjawisko to wydaje sie nie
wptywaé na funkcje zaptodnieniowg plemnikéw, oceniang w tescie penetracji kse-
nogenicznej komorki jajowej. U nieptodnych mezczyzn z zaburzeniami spermio-
gramu, zaobserwowaliSmy wzmozony polimorfizm ws$réd chromosoméw,
nalezacych do grupy akrocentrycznej. To z kolei prowadzito do obnizenia stopnia
penetracji plemnikow (Wiland i wsp. 2001, dane niepublikowane). Szczegdlnie
goraca dyskusje wsérod genetykow wzbudzajg techniki wspomaganego rozrodu, zwia-
szcza, uwazana za pozaewolucyjna, technika bezposredniej inseminacji plemnika
do komorki jajowej (ICSI). Ta technika, szczeg6lnie uwaznie (z zabezpieczeniem
w postaci diagnostyki prenatalnej) powinna by¢ stosowana w przypadku rodzicow
ze stwierdzanymi translokacjami. W jednej z serii analizowanych 71 ptodéw, uzy-
skanych metodg ICSI, zaobserwowano 12,7% aberracji chromosomowych [8].
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W innej, monitorowanej serii 423 zywo urodzonych noworodkoéw stwierdzono u
14 (ok. 3%) wady i malformacje. Jednak nie wydaje sie to by¢ wysokim odsetkiem
[3]. Co nie podlega dyskusji, to fakt zwiekszania sie aberracji chromosoméw ptci,
ktore nie eliminujg dalszego rozwoju zarodka/ptodu [7]. Potwierdzajg to liczne
grupy innych autoréw. Ponadto, w technice ICSI mogq by¢ tatwo przenoszone
wady genowe, zwilaszcza dotyczace zespotu Kartagenera, dystrofii miesniowej,
zwidknienia torbielowatego (mukowiscydoza), zespotu Younga i innych, co sugeruje
potrzebe zwiekszonego dozoru genetycznego nad cigzami, uzyskiwanymi metoda
wspomaganego rozrodu

W programach zaptodnienia pozaustrojowego, wysoki odsetek (prawie stupro-
centowy) uzyskanych zaptodnien kontrastuje ze wspétczynnikiem ukonczonych cigz
- 30%. Wiele defektéw genetycznych moze i powinno by¢ wykrytych jeszcze przed
urodzinami - przy pomocy mikrobiopsji kosmoéwki czy tez w drodze amniocentezy.
Najlepszym sposobem bytoby jednak badanie samego zarodka, przy wykorzystaniu
jednego z blastomerdw, jednak pragzkowanie chromosoméw metafazalnych na bla-
stomerach przedstawia duzg trudno$¢ techniczng i udaje sie tylko w 25-30%. Z
tego wzgledu do analizy cytogenetycznej stosuje sie w coraz szerszym zakresie
FISH, jakkolwiek jest to metoda zalezna od udostepnianych sond molekularnych.
Analizowano 250 zarodkéw (od zygoty do stadium 8-komdérkowego) o réznej mor-
fologii. W tej grupie czesto$¢ anomalii chromosomowych osiagneta az 49% [1].
Zauwazono zwigzek pomiedzy zaburzeniem morfologii zarodka a anomaliami, ujaw-
niajgcymi sie na wczesnych stadiach rozwoju. W innych badaniach morfologicznie
prawidtowych zarodkoéw [4], tylko okoto 50% nie miato zadnych aberracji, a 30%
wykazywato mozaicyzm chromosomowy. Wielokolorowy FISH wydaje sie technika
z wyboru w ustalaniu aneuploidii na tym stadium rozwojowym.

Innym, intrygujagcym genetykdéw pytaniem jest fakt zalezno$ci powstawania wad
genetycznych od wieku rodzicow. Wykazano, ze jako$¢ plemnikdw jest najwyzsza
poczawszy od wieku pokwitania az do osiggniecia 30 roku zycia (zmiana w wa-
skularyzacji kanalikdw). Wiek ojcowski zwigzany jest z pojawieniem sie domi-
nujacych mutacji autosomalnych, jak np. achondroplazja, zesp6t Marfana, obustronna
retinolastoma, choroba Aperta, fibrodysplazja i inne. Po zbadaniu 7 500 noworodkow
zaobserwowano wady u 2% noworodkéw od 20-letnich ojcéw, u 2,4% od ojcow
40-letnich, u 2,6% od ojcéw 50-letnich [6]. Zatem wzrost wad genetycznych uwi-
doczniony u zywo urodzonych jest niewielki. Oczywiscie wraz z wiekiem dochodzi
tez do pogorszenia parametrow jajeczkowania u kobiet - liczba potencjalnych, zdol-
nych do pozyskania pecherzykéw zmniejsza sie, a ich jakos¢ pogarsza. Faza fo-
likularna skraca sie i pre-owulacyjne pecherzyki sg mniejsze. Obserwujac anomalie
chromosomowe dotyczagce XY, pary 13, 18 i 21 stwierdzono, ze u 40-letnich kobiet
tylko 37% zarodkéw (od zygoty do stadium o$miokomdrkowego) jest normalna
[9]. Oczywiscie, w oocytach u starszych kobiet widaé¢ tendencje do non-dysjunkcji
wskutek bledéw mejotycznych. Obserwuje sie wzrost odsetka spontanicznych po-
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ronien zalezny od wieku: w wieku 35 lat - 16,1% poronien, w wieku lat 38-39
- ok. 29% i u kobiet starszych niz 42 lata az 52% [5]. Wszystkie te dane dotyczg
zaptodnien dokonanych metoda rozrodu wspomaganego.

W Zespole Biologii Rozrodu, szczegllnie aktywnie badane jest genetyczne tto
teratozoospermii, tj. u osobnikéw nieptodnych o duzym odsetku plemnikéw z wadami
budowy. Oprécz duzej liczby wariantéw chromosomowych, ujawnionych w leu-
kocytach krwi obwodowej u takich osobnikéw, badano mutacje w genach kodujacych
biatko 4.1. pro-akrozyne i p53. Ujawniono duzy odsetek polimorfizméw, zwlaszcza
w dwoch ostatnich, analizowanych genach. Wyniki beda szczegétowo analizowane
i dyskutowane w miare uzyskiwania danych z sekwencjonowania zmienionych se-
kwencji badanych egzondw.
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WPLYW OTYLOSCI | WIEKU
NA WYNIKI STYMULACJI OWULACJI

EFFECTS OF OBESITY AND AGE
ON THE RESULTS OF OVULATION INDUCTION

Longin MARIANOWSKI, Barbara GRZECHOCINSKA

I Katedra i Klinika Potoznictwa i Ginekologii Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: Stymulacja owulacji jest bardzo waznym etapem w catym procesie leczenia nieptodnosci.
Podstawowym celem jest uzyskanie jednego lub kilku prawidtowych oocytéw. Efekty leczenia moga
by¢ zalezne od wielu r6znych czynnikéw. Do najczesciej wymienianych i ktorych znaczenie dla wynikéw
stymulacji jest wcigz dyskutowane, nalezy otyto$¢ i wiek. Otytos¢ moze by¢ objawem istniejgcej
endokrynopatii (zesp6t PCO) lub nieodpowiedniego odzywiania sie. U kobiet otytych czesciej stwier-
dzane sg zaburzenia owulacji zwigzane z wydzielaniem, transportem i metabolizmem hormondw.
Otyto$¢ sama w sobie nie jest jedynym czynnikiem przyczynowym zaburzen owulacji i nieptodnosci.
Wiele kobiet otytych ma prawidtowe cykle owulacyjne i zachodzi w cigze. Istotne jest rozmieszczenie
tkanki ttuszczowej. Otyto$¢ typu androidalnego dodatnio koreluje z zaburzeniami miesigczkowania,
ujemnie z ptodnoscig. Po 35 roku zycia dos¢ znacznie obniza sie ptodno$¢ kobiety. Wyniki prac
dotyczacych stymulacji owulacji u kobiet okoto 40 roku zycia nie sg jednoznaczne. Niekt6rzy autorzy
wskazuja, ze wiek ma wptyw na wyniki stymulacji i liczbe pobranych oocytéw, inni nie widzg takiej
zaleznosci. By¢ moze odgrywajg tutaj role inne czynniki, nie bedace przedmiotem analizy. W niektorych
pracach przewija sie¢ opinia, ze efekty stymulacji zalezne sg bardziej od wieku biologicznego niz
chronologicznego. Wydaje sie, ze nalezy w kazdym przypadku doktadnie oceni¢ stan og6iny kobiety,
dokona¢ wstepnej oceny odpowiedzi na stymulacje oraz oceni¢ szans¢ na rozwoj Cigzy.

(Postepy Biologii Komarki 2001; 28 supl. 18: 9-15)

Stowa kluczowe: nieptodnos¢, stymulacja owulacji, otytos¢

Summary: There are various factors affecting the results of controlled ovarian stimulation. Obesity and
age of the patients are being considered as important contributors in this treatment. I obese women
hormonal disorders occur more frequently than the normal weight women. There is a correlation between
the menstrual disorders as well as infertility and androidal type of obesity. Fertility significantly decreases
in women above 35 years of age. This may be associated with the lower number of oocytes retrived in
this group after the routine ovulation protocols. However further studies are required to confirm these
data. (Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18: 9-15)
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Key words: infertility, ovarian stimulation, obesity

Stymulacja owulacji jest bardzo waznym etapem w procesie leczenia nieptod-
nosci. Podstawowymi wskazania do stymulacji sg brak lub nieregularne wyste-
powanie cykli, w ktérych ma miejsce jajeczkowanie. Problemy te dotycza okoto
10% nieptodnych matzenstw. Przyczyne braku jajeczkowania moga stanowi¢ nie-
wydolno$¢ lub dysfunkcja uktadu podwzgorzowo-przysadkowego, hiperprolakty-
nemia oraz niewydolnos¢ jajnikéw.

Podstawowym celem indukcji owulacji jest uzyskanie optymalnie jednego pe-
cherzyka ijednej komdérki jajowej w kazdym stymulowanym cyklu. W wiekszosci
osrodkow zajmujacych sie leczeniem nieptodnosci przerywa sie stymulacje, jezeli
dojdzie do rozwoju wiecej niz trzech pecherzykéw o S$rednicy powyzej 16 mm
(w nielicznych osrodkach stosujgcych bardziej agresywne metody stymulacji - 6
pecherzykéw) [2]. Takie postepowanie zapobiega rozwojowi cigz wieloptodowych,
ktére ze wzgledu na wystepowanie licznych powiktai pogarszajg wyniki leczenia
nieptodnosci w aspekcie take home baby.

W przypadku stosowania metod zaptodnienia pozaustrojowego, bez wzgledu
na przyczyne nieptodnosci, celem stymulacji owulacji (hiperstymulacji) jest uzy-
skanie pewnej liczby prawidtowych oocytéw. Wyniki leczenia zalezg od odpowiedzi
jajnikéw na podawane leki hormonalne. Odpowiedz z kolei stanowi odzwierciedlenie
funkeji jajnikow lub tak zwanej rezerwy jajnikowej. W przypadku ztej odpowiedzi
kazdy stosowany protokot stymulacji badz hiperstymulacjijajnikéw jest przedmiotem
rozwazan i czesto nie mozna w sposob jednoznaczny odpowiedzie¢ na pytanie,
co jest tego powodem.

Efekty leczenia moga by¢ zalezne od wielu réznych, przeplatajagcych sie wzajemnie
czynnikéw gtéwnie od:

- przygotowania pacjentki do stymulacji (wtasciwa kwalifikacja, tj. ocena stanu
zdrowia i stwierdzenie braku przeciwwskazan oraz wykonanie podstawowych
badan diagnostycznych),

- zastosowania odpowiedniego protokdtu leczenia (schematu podawania lekow
oraz odpowiednich dawek lekéw),
rzetelnego monitorowania ultrasonograficznego i hormonalnego,
przebiegu catego procesu stymulaciji,

- innych, nie poznanych jeszcze czynnikow, ktore sprawiajg, ze kobiety zalicza-
ne sg do grupy Zle odpowiadajacej na leczenie.

Na kazdy z wymienionych elementéw i etapow przebiegu indukcji owulacji
majg wptyw czynniki ogdlnoustrojowe. Nierozpoznanie wyzej wspomnianych nie-
prawidtowosci oraz niewykonanie podstawowych badadn hormonalnych moze w
negatywny sposéb wptyna¢ na wyniki stymulacji i hiperstymulacji (brak odpowiedzi),
zwiekszyé liczbe powiktan (zespédt hiperstymulacji). Przy tym nalezy zaznaczyg,
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ze stymulacje prowadzi sie zwykle u kobiet w dobrym stanie fizycznym i psy-
chicznym. U kobiet poddanych temu leczeniu wptyw czynnikéw ogolnoustrojowych
zardbwno na efekty leczenia, jak i powiktania jest wcigz dyskutowany.

Kobiety z chorobami ogolnoustrojowymi poddawane sg leczeniu stymulujagcemu
jajeczkowanie, jesli nie ma przeciwwskazan internistycznych i stan funkcjonalny
chorego narzadu jest wyréwnany. Takich kobietjest bardzo mato. Nie ma w zwigzku
z tym w dostepnej literaturze opracowan dotyczacych kobiet chorych. Zwraca sie
natomiast uwage na takie czynniki, jak: masa ciata i wiek.

OTYLOSC A WYNIKI STYMULACJI OWULACJI

Leczenie nieptodnosci u kobiet otytych jest trudnym problemem. Moze by¢ ona
objawem istniejacej endokrynopatii (zesp6t PCO) lub nieodpowiedniego odzywiania
sie. U kobiet otylych czesciej stwierdzane sg zaburzenia owulacji zwigzane z wy-
dzielaniem, transportem i metabolizmem hormonéw (zwiekszona produkcja andro-
genow wjajnikach inadnerczach, zaburzenia wydzielania gonadotropin, zmniejszenie
stezenia SHBG, zwiekszenie obwodowej aromatyzacji androgendw).

Otyto$¢ sama w sobie nie jest jedynym czynnikiem przyczynowym zaburzen
owulacji i nieptodnosci. Wiele kobiet otylych ma prawidtowe cykle owulacyjne
i zachodzi w cigze. Niezwykle istotne jest rozmieszczenie tkanki thuszczowej. Otytosc
typu androidalnego dodatnio koreluje z zaburzeniami miesigczkowania, ujemnie
z ptodnoscig. Natomiast kobiety, u ktérych tkanka ttuszczowa rozmieszczona jest
gtéwnie w okolicach posladkéw i ud, maja najczesciej prawidtowe cykle miesig-
czkowe.

U kobiet otylych czesto stymulacje owulacji rozpoczyna sie od podawania cy-
trynianu klomifenu. Shepard i wsp. [12] stwierdzili, ze skuteczne dawki ktomifenu
powinny zaleze¢ od masy ciata. W wyniku przeprowadzonej analizy regresji stwier-
dzili liniowg zaleznos¢ pomiedzy dawka klomifenu a masg ciata kobiet, ktore od-
powiedziaty na stymulacje. Praca jest dosy¢ stara, pochodzi sprzed 20 lat (1979).
Natomiast Polson i wsp. [9] w pracy z 1989 roku stwierdzili, ze kobiety z nadwaga,
ktore Zle odpowiedziaty na stymulacje 100 mg klomifenu, nie bedg miaty owulacji
réwniez wtedy, gdy zwiekszy sie dawke.

Zasadniczo nie stwierdza sie roznic pomiedzy indeksem masy ciata a odsetkiem
cigz po IVF. Zwraca sie natomiast uwage na androidalne rozmieszczenie tkanki
thuszczowej [13]. Wspotczynnik talia:biodro wiekszy od 0,8 zwigzany jest z mniejsza
liczbg pozyskiwanych oocytéw oraz oocytami gorszej jakosci. Oba te elementy,
jak réwniez mozliwos¢ zmian funkcjonalnych endometrium moga wptywaé na od-
setek implantacji.
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Lashen i wsp. [7] oceniali wptyw masy ciata na wyniki hiperstymulacji i IVF.
Poréwnywali uzyskane wyniki w grupie kobiet otytych (BM1>27,9) z grupa kontrolng
oraz w grupie kobiet z nadwagag (BMI 19-25) z grupg kontrolng. U kobiet otytych
stwierdzono nizsze maksymalne stezenie estradiolu, nie byto réznic dotyczacych
dtugosci podawania gonadotropin, liczby pecherzykéw, liczby oocytéw oraz odsetka
cigz i implantacji.

Lanzone i wsp. [6] przeprowadzili badania indukcji owulacji u kobiet z zespotem
PCO z otytoscig i prawidtowa masg ciata. Poréwnywali stosowanie GnRH i FSH
oraz samego FSH. Wyniki badan wykazaty, ze kobiety otyle wymagajg dtuzszego
czasu stymulacji i wyzszych dawek gonadotropin, niezaleznie od zastosowanego
protokdtu. Otytos¢ typu androidalnego jest do$¢ powszechnie wystepujacym ob-
jawem zespotu PCO. Dotyczy 40-50% kobiet i czesto zwigzana jest z cbwodowa
insulinoopornosciagi wynikajaca z niej hiperinsulinemig [1]. Stwierdzono, ze leczenie
metforming kobiet z zespotem PCO i hiperinsulinemig istotnie zmniejsza zaré6wno
stezenie insuliny i testosteronu w surowicy krwi [5], jak réwniez mase ciata (o
13%) u otylych kobiet [4]. Nestler i wsp. [8] oceniali dziatanie metforminy w
zespole PCO. Badanie przeprowadzono w grupie 61 kobiet z oligomenorrhea. Po
wykonaniu testu tolerancji glukozy podawano cytrynian klomifenu w dawce 50
mg/dobe przez 5 dni oraz losowo albo metformine (500 mg 3 razy dziennie), albo
placebo. Owulacje stwierdzono u 19 z 21 kobiet leczonych metforming i 3 z 26
kobiet, ktérym podawano placebo. Wyniki pracy wskazujg na zwigzek miedzy in-
suling i owulacjag. Wcigz jednak nie wiadomo, czy wzrost czestosci owulacji jest
zwigzany ze wzrostem liczby cigz oraz jakie jest niekorzystne dziatanie insuliny.

WIEK A WYNIKI STYMULACJA OWULACJI

Maksymalna ptodno$é kobiety przypada na 20-25 rok zycia. Nastepnie obniza
sie, znacznie po 35 roku zycia. Wyniki prac dotyczacych stymulacji owulacji u
kobiet okoto 40 roku zycia nie sg jednoznaczne. Niektdrzy autorzy wskazujg, ze
wiek ma wptyw na wyniki stymulacji i liczbe pobranych oocytéw, inni nie widzg
takiej zaleznosci. By¢ moze odgrywajg tutaj role inne czynniki, nie bedace przed-
miotem analizy. W niektérych pracach przewija sie opinia, ze efekty stymulacji
zalezne sg bardziej od wieku biologicznego niz chronologicznego. Jednak wiadomo,
ze wraz z wiekiem zmniejsza sie rezerwa jajnikowa.

Wraz z wiekiem ulega zmniejszeniu liczba pecherzykow pierwotnych wjajnikach.
Wynosi 1 min po urodzeniu, 250 tys. w wieku pokwitania. Stopniowe zmniejszanie
sie liczby pecherzykéw ulega przy$pieszeniu okoto 37 roku zycia, na 10-12 lat
przed menopauza. Istniejg duze indywidualne réznice zwigzane z odpowiedzia na
prowadzone leczenie. Trudno jest niejednokrotnie przewidzie¢, ktdre z kobiet Zle
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odpowiedza. Pomocne w tym wzgledzie moze okaza¢ sie badanie stezenia FSH
w 2-3 dniu cyklu. U kobiet w wieku powyzej 38 lat oraz u tych, ktére Zle od-
powiedziaty na hiperstymulacje w poprzednich cyklach, przy stezeniu FSH powyzej
pewnego progu (progowe stezenie okreSlone jest przez dany osrodek prowadzacy
IVF, na ogdt wynosi 12 mlU/ml) nie nalezy spodziewa¢ sie dobrej odpowiedzi.
W takich przypadkach nie powinno sie prowadzi¢ stymulacji. Nalezy powtorzy¢
badanie FSH w nastepnym cyklu i tylko wtedy indukowa¢ owulacje, jezeli wartos¢
stezenia FSH w surowicy krwi bedzie prawidtowa.

Powyzej wspomniano o wplywie podwyzszonych stezen FSH na wyniki sty-
mulacji. Moze przy tej okazji warto wspomniec¢, ze wysokie stezenie FSH na poczatku
cyklu nie zawsze jest czynnikiem ztym rokowniczo. Wyzsze stezenia FSH w surowicy
krwi mozna stwierdzi¢ u kobiet z jednym jajnikiem. Poréwnywano [3] 140 cykli
IVF u kobiet z jednym jajnikiem z 985 cyklami kobiet z dwoma jajnikami. Stwier-
dzono znamiennie wyzsze stezenia FSH u kobiet z jednym jajnikiem, ale w obu
grupach uzyskano tyle samo oocytéw i cigz.

U kobiet starszych, u ktérych stosuje sie zabiegi wspomaganego rozrodu, dawka
dobowa FSH jest czesto wieksza niz u kobiet w miodszym wieku.

Pomocny w ocenie odpowiedzi na stymulacje moze by¢ test z cytrynianem klo-
mifenu. Obnizone stezenie FSH 10 dnia cyklu po podaniu 100 mg cytrynianu klo-
mifenu w 5-9 dniu cyklu Swiadczy o obnizonej rezerwie jajnikowej. Podwyzszone
stezenie FSH moze by¢ wynikiem obecnosci pecherzykéw po rekrutacji i bardziej
okre$la ich wielkos$¢ i jako$é niz rezerwe jajnikowa.

W diagnostyce ztej, zwigzanej z wiekiem odpowiedzi na stymulacje bierze sie
pod uwage réwniez objetos¢ jajnikéw (pomiary ultrasonograficzne). Zmniejsza sie
ona wraz z wiekiem. Stwierdzenie obecnosci matych jajnikow (o objetosci mniejszej
niz 3 cm szesScienne) w obrazie USG jest ztym czynnikiem prognostycznym dla
wynikow hiperstymulaciji.

Sharma i wsp. [11] przeprowadzili analize 2232 cykli, stwierdzili zwigzane z
wiekiem progresywne zmniejszanie sie Sredniej liczby pozyskanych oocytéw, za-
ptodnien i transferowanych zarodkéw. Zmniejszenie liczby oocytéw zwigzane byto
ze zmniejszeniem rezerwy jajnikowej (wiecej pecherzyk6w atretycznych), natomiast
mniejsza liczba zaptodnien wigze sie z czesciej wystepujacymi nieprawidtowosciami
chromosomalnymi.

Nieco inne wyniki uzyskali Segal i Casper [10]. Badali oni odpowiedZ na hiper-
stymulacje u 25 kobiet starszych niz 35 lat i porbwnywali z odpowiedzig 48 kobiet
miodszych niz 35 lat bioracych udziat w programie IVF. U kobiet starszych ma-
ksymalne stezenie estradiolu byto proporcjonalne do liczby uzytych amputek HMG
i nie réznito sie od odpowiedzi u kobiet mtodszych. Podobna réwniez byta liczba
pecherzykéw o Srednicy wiekszej od 1cm, liczba oocytow oraz zaptodnien. Natomiast
w grupie starszych pacjentek uzyskano mniejszg liczbe cigz. We wnioskach autorzy
stwierdzili, ze kobiety starsze podobnie odpowiadajg na hiperstymulacje jajnikow
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jak kobiety mtodsze, natomiast mniejsza liczbe rozwijajacych sie cigz wigzaé nalezy
zobnizonym odsetkiem zagniezdzen zwigzanych albo z czynnikiem endomerialnym,
albo wzrostem liczby zarodkéw z nieprawidtowos$ciami chromosomalnymi (aneu-
ploidia).

PODSUMOWANIE

Zaréwno otyto$¢ (szczegdlnie typu androidalnego), jak i wiek sg istotnymi czyn-
nikami wptywajacymi na wyniki stymulacji owulacji. W kazdym przypadku nalezy
indywidualnie kwalifikowa¢ kobiete do stymulacji biorgc pod uwage jej stan ogélny,
stan narzadu rodnego, stan hormonalny i inne czynniki, ktére pozwolg na wstepna
ocene odpowiedzi na stymulacje. W wielu przypadkach zalecenie zmniejszenia masy
ciata przez diete i ¢wiczenia fizyczne czy tez stosowanie metforminy mogaprzyczynic
sie do polepszenia efektow leczenia, zwiekszy¢ jego skutecznos¢ i obnizy¢ koszty.
Wazne jest rowniez to, aby dokona¢ préby wstepnej oceny szans na urodzenie
dziecka. Spojrzeé¢ na wyniki stymulacji jajeczkowania pod katem ogélnych szans
na cigze. Wiadomo na przyktad, ze kobiety starsze, majace prawidtowe poziomy
hormonow i prawidtowe wyniki testu z cytrynianem klomifenu, nadal majg mniejsze
szanse na cigze z powodu gorszej jakosci oocytow.

PISMIENNICTWO

[1] FRANCS S. Polycystic ovary syndrome. N Engl J Med 1995: 333: 853-861.

[2] GLEICHER N, OLESKE DM, TUR-KASPA I et al. Reducing the risk of high-order multiple
pregnancy after ovarian stimulation with gonadotrophins. N Engl J Med 2000: 343: 2-7.

[3] KHALIFA E, TONER JP, MUASHER SJ et al. Significance of basal follicle-stimulating
hormone levels in women with one ovary in a program of in vitro fertilization. Fertil Steril 1992:
57: 835-839, Fertil Steril 1992: 58: 458.

[4] KOLODZIEIJCZYK B, SPACZYNSKIR, KUBIACZYK B et al. Effects of metformin therapy
and weight loss in obese women with polycystic ovary syndrome (PCOS). Polish J Gynaecol
Ivest 1999: 1: 141-146. ;

[5] KOLODZIEJCZYK B, DULEBA A, SPACZYNSKI R, PAWELCZYK L. Metformin therapy
decreases hyperandrogenism and hyperinsulinemia in women with polycystic ovary syndrome.
Fertil Steril 2000: 73: 1149-1154.

[6] LANZONE A, FULGHESU AM, ANDREANI CL et al. Correlation between body weight and
pure FSH dosage in the induction of ovulation in patients with polycystic ovary disease (PCOD).
Infertility 1988: 11: 103-106.

[71 LASHEN H, LEDGER W, BERNAL AL, BARLOW D. Extremes of body mass do not
adversely affect the outcome of superovulation and in-vitro fertilization. Hum Reprod 1999; 14:
712-715.



WPLYW OTYLOSCI 1IWIEKU NA WYNIKI STYMULACJI OWULACJI 15

[8] NESTLER JE, JAKUBOWICZ DJ, EVANS WS, PASQUALI R. Effects of metformin on
spontaneous and clomiphene-induced ovulation in the polycystic ovary syndrome. N Engl J
Med 1998: 338:1876-1880.

[9] POLSON DW, KIDDY DS, MASON HD et al. Induction with clomiphene citrate in women
with polycystic ovary syndrome: the difference between responders and nonresponders. Fertil
Steril 1989: 51: 30-34.

[10] SEGAL S, CASPER RF. The response to ovarian hyperstimulation and in-vitro fertilization
in women older than 35 years. Hum Reprod 1999: 5: 255-257.

[11] SHARMA V, RIDDLE A, MASON BA etal. An analysis factors influencing the establishment
of a clinical pregnancy in an ultrasound based ambulatory in vitro fertilization program. Fertil
Steril 1988: 49: 468-478.

[12] SHEPARD MK, BALMACEDA JP, LELIA CG. Relationship of weight to successful
induction of ovulation with clomophene citrate. Fertil Steril 1979: 32: 641-645.

[13] WASS P, WALDENSTROM U, ROSSNER S, HELLBERG D. An android body fat distribu-
tion in females impairs the pregnancy rate of in-vitro fertilization-embryo transfer. Hum Reprod
1999: 12: 2057-2060.

Adres autoréw: | Katedra i Klinika Potoznictwa i Ginekologii AM w Warszawie,
02-015 Warszawa, PI. Starynkiewicza 1/3



http://rcin.org.pl



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 28,2001 SUPLEMENT Nr 18 (17-24)

OCENA JAKOSCI LUDZKICH ZARODKOW
W PROGRAMIE LECZENIA NIEPLODNOSCI
METODA POZAUSTROJOWEGO ZAPLODNIENIA

ASSESMENT OF HUMAN EMBRYOS QUALITY IN IVF-ET
PROGRAMME

Stawomir WOLCZYNSKI
Zaktad Endokrynologii Ginekologicznej Akademii Medycznej w Biatymstoku

Streszczenie:Wyniki leczenia nieptodnosci metoda pozaustrojowego zaptodnienia pozostajg stale niskie.
Wiekszo$¢ osrodkéw IVF-ET przenosi dwa - trzy wybrane zarodki w drugim dniu hodowli w stadium
czterech blastomeréw. Ocena jakosci takich zarodkéw dokonywana jest na podstawie cech morfologi-
cznych i tempa podziatow komoérkowych. Jednakze zarodki o prawidtowym wygladzie morfologicznym
i podziatach, wybrane wedtug tych kryteriow moga by¢ nieprawidtowe cytogenetycznie i nie beda
implantowaty wjamie macicy. Gtéwnym wyzwaniem wspotczesnej medycyny rozrodu jest opracowanie
metod pozwalajacych na uzyskanie i identyfikacje zarodkéw o petnym potencjale rozwojowym i
implantacyjnym. W artykule autor przedstawit strategie oceny jakosci zarodkéw w czasie catego ich
rozwoju przedimplatacyjnego: ocene komorki jajowej, stadium przedjadrzy, dzielgcych sie zarodkéw,
blastocysty. W przysztosci tak wybrane do transferu zarodki powinny doprowadzi¢ do wysokiego
odsetka cigz i niskiego wskaznika cigz mnogich. Mozna mie¢ nadzieje, ze transfer jednego zarodka w
programach IVF-ET stanie sie rzeczywistoscia.

{Postepy Biologii Komorki 2001; 28 supl. 18: 17-24)

Stowa kluczowe: ludzkie zarodki, zygota, blastocysta, ocena ludzkich zarodkow.

Summary: The overall live birth rates following IVF- ET treatment have remained low. Most of IVF-ET
centres replace two - three selected embryos on the second day of culture at the 4 cells stage. The
assessment of embryos in this stage is based on: key morphological features and cleavage rate. The quality
of replaced embryos and their potential for implantation are of considerable importance. The embryos
which appear to be good and show appropriate morphological grade and growth will be selected for
transfer on this basis, however in fact it will be cytogenetically abnormal and may contribute to
implantation failure. The main challenges of current medicine of reproduction is to elaborate methods in
order to optimise conditions of obtaining and identifying embryos with full developmental and implan-
tation potential. In this article the author presents the strategy of sequential assessment of the quality of
embryos in IVF-ET programme i.e. assessment of oocytes, pronuclear stage embryos, cleavage stage
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embryos and blastocystes stage. In the future the embryos selected in this way probably should give
acceptable pregnancy rate and low incidence of multiple pregnancy rate. The single embryo transfer in
IVF-ET programmes will hopefully become reality.

(Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18:17-24)

Key words', human embryos, zygotes, blastocysts, scoring of human embryos.

Ocena jakosci ludzkiego przedimplantacyjnego zarodka i jego potencjatu roz-
wojowego wzbudza ogromne zainteresowanie klinicystéw, biologow, filozofow i
etykéw. Ludzkie zarodki majg ograniczone mozliwosci rozwojowe. W cyklach na-
turalnych wspdétczynnik cigz u cztowieka nie przekracza 23% [4, 19, 12, 16].

Oznacza to, ze in vivo tylko ograniczony odsetek zarodkdéw jest w stanie dokonac
petnego rozwoju przedimplantacyjnego i pomyslnie zagniezdzi¢ sie wjamie macicy.
Obecnie stosowane w klinice metody leczenia nieptodnosci z zastosowaniem sty-
mulacji mnogiego jajeczkowania i zaptodnienia pozaustrojowego doprowadzajg do
uzyskania kilku zarodkéw o generalnie nieznanym potencjale rozwojowym. Prze-
niesienie do jamy macicy dwoch zarodkéw prowadzi do uzyskania 28-32% cigz
na transfer [4,12,14,16]. Zwiekszanie liczby transferowanych zarodkéw zwieksza
wprawdzie szanse na cigze, ale niebezpiecznie zwieksza ryzyko cigz wieloptodowych
i powiktan potozniczo-neonatologicznych [9, 16].

Wyzwaniem wspotczesnej medycyny rozrodu jest opracowanie takich metod
stymulacji jajeczkowania, hodowli ludzkich zarodkoéw i oceny ich potencjatu roz-
wojowego, aby w przysztosci przenosi¢ do jamy macicy jeden zarodek i uzyskiwac
zadowalajace wyniki leczenia nieptodnosci. Zaproponowano bardzo wiele metod
oceny mozliwosci rozwojowych ludzkich zarodkéw. Zastosowanie w praktyce kli-
nicznej wymaga, aby byly one bezinwazyjne, mato kosztowne i nie wymagaty
zbyt duzo czasu na wykonanie. Ustalit sie juz poglad, ze rozw6j przedimplantacyjny
ludzkiego zarodka jest procesem ciggtym, wieloetapowym, na ktérym dokonujg
sie podziaty blastomerdw, uruchomienie transkrypcji genomu zarodka, ré6znicowanie
na komorki trofoblastu i wezta zarodkowego [6,10,17].

W pracy przedstawiono dotychczasowe préby oceny potencjatu rozwojowego
przedimplantacyjnych zarodkéw ludzkich z wykorzystaniem oceny komorki jajowej,
zygoty, wczesnego zarodka, blastocysty.

OCENA KOMORKI JAJOWEJ

Komorkajajowa zawiera materiaty niezbedne w rozwoju zarodkowym co najmniej
do stadium 4-8 blastomerdw. Jako$¢ komorki jajowej w duzym stopniu decyduje
0 tym, jak zarodek bedzie sie rozwijat i jaki bedzie jego potencjat rozwojowy.
Ocena komorki jajowej w klasycznym programie pozaustrojowego zaptodnienia
jest posrednia. Morfotagiczny wyglad kompleksu wzgorek jajono$ny-wieniec pro-
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mienisty, stopien rozproszenia tych struktur i zmucyfikowania pozwala z duzym

prawdopodobienstwem rozpozna¢ dojrzate jadrowo komorki jajowe. Doktadniejszg

ocene umozliwia przygotowanie komérek do zabiegu ICSI. Komorki jajowe kla-

syfikujemy w zalezno$ci od dojrzatoSci jadrowej:

I GV - pecherzyk zarodkowy zachowany - komérka jajowa niedojrzata jadrowo;

I GVB - pecherzyk zarodkowy niewidoczny, w przestrzeni okotozéttkowej brak
pierwszego ciatka kierunkowego;

11 M 1l - dojrzata jadrowo komorka jajowa.

Dodatkowo, po usunieciu komorek otaczajacych, mozna oceni¢ morfologie ko-
marki jajowej: ksztalt, ziarnistosSci, wakuole w cytoplazmie, kolor cytoplazmy, obec-
nos¢ fragmentéw cytoplazmy w przestrzeni okotozottkowej, szerokos$¢ przestrzeni
okotozdttkowej, zmiany w kolorze, budowie i grubosci ostonki przejrzystej, zmiany
w wielkosci i ksztatcie ciatka kierunkowego. Wielu autoréw opisywato zwigzek
miedzy niepowodzeniami w zaptodnieniu, rozwojem zarodka, brakiem zagniezdzenia
a zmianami morfologii komérki jajowej. Nawet w takich komdrkach udane za-
ptodnienie i rozwdj zarodka o prawidtowych morfologicznie blastomerach zwigzany
byt z matym odsetkiem implantacji, duzym odsetkiem poronien [4,16].

OCENA ZYGOTY

Pierwszymi tatwymi do obserwacji w 16-19 godzinie po zaplemnieniu objawami
zaptodnienia jest obecnos$¢ przedjadrza meskiego i zenskiego. W prawidiowej zy-
gocie przedjadrza pojawiajg sie w tym samym czasie, potozone sg centralnie w
komorce, obok siebie, majg podobng wielkos¢. Zygoty, ktére maja przedjadrza
réznej wielkosci, w bardzo duzym odsetku wykazuja nieprawidtowosci chromo-
somalne. Podobne nieprawidtowos$ci stwierdzano w zygotach z nieproporcjonalnie
matymi przedjagdrzami. Ostatnio w badaniach duzg wage przywigzuje sie do oceny
potozenia ciatek kierunkowych i obecnosci ciatek prekursorowych jaderek w przed-
jadrzach (NPB), jako najbardziej miarodajnego wyktadnika jakosci rozwijajacego
sie zarodka. Badania wymagajg prowadzenia obserwacji z wykorzystaniem optyki
kontrastowej Hoffmana lub Nomarskiego.

Tesarik i Greco [15] w badaniach retrospektywnych zaobserwowali zalezno$é
miedzy potencjatem rozwojowym zarodka a wielkoscig, liczbg i rozmieszczeniem
ciatek prekursorowych jaderek. Zarodki o wysokim potencjale rozwojowym i im-
plantacyjnym charakteryzowaly sie na etapie zygoty obecnos$cig 3-7 NPB. W obu
przedjadrzach liczba NBP nie réznita sie wiecej niz o 3, prekursory jaderkowe
byly zawsze podobnej wielkosSci albo spolaryzowane (potozone w jednej linii strefy
taczenia sie przedjadrzy) w obu przedjadrzach, albo niespolaryzowane w obu. Spo-
laryzowane potozenie wjednym przedjadrzu, a niespolaryzowane w drugim, réznice
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w wielkosci prekursoréw jaderek w znaczacym odsetku wykazujg nieprawidtowosci
budowy morfologicznej, zatrzymujga sie w rozwoju i nie implantujg w jamie macicy.
Cialka prekursorow jaderek w zygocie odzwierciedlajg zjawiska zachodzace w przed-
jadrzach. Zygoty z licznymi matymi prekursorami jagderkowymi, z ich niesynchro-
nicznym rozwojem prawdopodobnie op6znione sg w dojrzewaniu jagdrowym,
wykazujg anomalie chromosomalne i ich potencjat rozwojowy jest niski.

Kolejnym kryterium jakosci zarodka jest potozenie ciatek kierunkowych w sto-
sunku do przedjadrzy. Polaryzacja komorek jajowych jest wyraznie widoczna u
nizszych gatunkéw. U ssakéw i cztowieka polaryzacja nie jest tak wyraZzna, ale
uwaza sie, ze potozenie pierwszego ciatka kierunkowego wyznacza pole animalne,
a drugiego - pole embrionalne. W ludzkich komorkach jajowych opisano rdzne
rozmieszczenie wielu substancji i struktur komérkowych w cytoplazmie komorki
jajowej, a nieprawidtowosci w rozmieszczeniu wywierajg wptyw na rozwoéj zarodka
lub wrecz zatrzymujg jego rozwdj. Garello i wsp. [7] odnotowali réznice w rozwoju
zarodka w zaleznosci od potozenia przedjadrzy w stosunku do ciatek kierunkowych.
Kat, mierzony miedzy osig przechodzaca przez oba przedjadrza a osig przechodzaca
przez najdalej potozone ciatko kierunkowe od osi do punktu tgczgcego oba przed-
jadrza, korelowat z jakos$cig zarodka. Kat mniejszy od 50 stopni prognozowat pra-
widtowy rozwo6j zarodka. Wzrost kata ponad 50 stopni wigzat sie z zaburzeniami
rozwoju zarodka. Mozna przypuszczaé, ze zmiana kata $wiadczy o zaburzeniach
w rozmieszczeniu molekut i organelli w komérce jajowej i zle rokuje co do dalszego
rozwoju.

Kolejnym parametrem morfologicznym w ocenie mozliwosci rozwojowych na
etapie zygoty jest wyglad cytoplazmy - obecno$¢ charakterystycznego halo wokét
przedjadrzy zwigzana jest z rozwojem prawidtowych zarodkéw. Taki obraz mor-
fologiczny prawdopodobnie $wiadczy o rozmieszczeniu mitochondriéw wokét przed-
jadrzy. Mozna zatem przypuszczaé, ze mimo formalnego rozdzielenia, na
najwczesniejszym etapie embrionalnego rozwoju, materiatu genetycznego matczy-
nego i ojcowskiego, brak integralnosci i synchronicznego przygotowania obu przed-
jadrzy, nieprawidtowa polaryzacja komérki jajowej zapowiada z duzym
prawdopodobienstwem niepowodzenie dalszego rozwoju przedimplantacyjnego i
zdolno$ci do zagniezdzenia.

OCENA DZIELACEGO SIE ZARODKA WCZESNEGO

Najczesciej stosowana w klinice nieptodnosci metoda oceny jakos$ci zarodka i
jego potencjatu rozwojowego stosuje kryterium morfologii zarodka w drugiej lub
trzeciej dobie po zaplemnieniu - ocenia liczbe blastomerow, ich ksztatt i regularnosc,
wielkos¢, obecnos$¢ i stopien fragmentacji [1, 2, 3, 4, 12, 14, 16, 17]. Zarodki
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0 najwyzszym potencjale rozwojowym w drugiej dobie majg cztery lub wiecej
blastomerow, wielkoscig odpowiadajacych podziatowi drugiemu lub trzeciemu, nie
majg blastomeréw wielojadrzastych, a fragmentacja nie przekracza 20%. Zarodki
dzielgce sie szybciej majg wiekszy potencjat rozwojowy, ale w ocenie zarodkow
0 wiekszej liczbie blastomeréw nalezy réznicowaé, czy nie sg to duze fragmenty
cytoplazmy. Zrozumiate jest, ze ocena w trzeciej dobie jest doktadniejsza i Swiadczy
0 tym, iz zarodek moze dokonaé dalszych prawidtowych podziatbw. W trzeciej
dobie zarodki o najwyzszych mozliwosciach rozwojowych powinny by¢ o$mio-
lub wiecej blastomerowe, a fragmentacja nie powinna przekroczy¢ 20% pola zaj-
mowanego przez blastomery.

Powszechnie, w ocenie zarodkow stosowana jest skala Cumminsa i wsp. [4],
wyrdzniajaca 4 klasy zarodkéw i oceniajgca je w punktacji od 4 do jednego, a
w kumulacyjnej ocenie zarodka uwzgledniajgca liczbe blastomeréw (ocena zarodka
= punktacja wedtug klasy x liczba blastomerdéw):

Klasa I - réwne blastomery, fragmentacja nie przekracza 10%, wartos¢ pun-
ktacji wedtug klasy - 4;

Klasa Il - nieréwne blastomery, fragmentacja nie przekracza 20% lub rowne
blastomery, fragmentacja 10-30%, wartos$¢ punktacji wedtug klasy - 3;
Klasa Ill - nierdwne blastomery, fragmentacja 30-50%, wartos¢ punktacji

wedtug klasy - 2;
Klasa IV - nier6wne blastomery, fragmentacja powyzej 50%, warto$¢ punkta-
cji wedtug klasy - 1.

Fragmentacja zachodzi w zarodkach rozwijajgcych sie i mozna jg uwazac za
ceche prawidtowego rozwoju, ale w zarodkach zatrzymanych w rozwoju proces
fragmentacji nasila sie. Fragmenty sg strukturami niezaleznymi od blastomerdéw,
bezjadrowymi, otoczonymi btong komorkowa. W prawidtowej ocenie zarodka z
fragmentacja nalezy, oprocz stopnia fragmentacji, ocenic jej typ [1, 2, 3, 13, 14,
17]. Wyro6zniono 5 typow fragmentacji:

I. fragmentacja jest minimalna (5% pola), zwigzana z jednym blastomerem lub
fragmentacja ciatek kierunkowych;

Il. fragmentacja nie przekracza 25% pola, fragmenty potozone sg w jednej linii, jest
najczesciej wynikiem fragmentacji wjednym blastomerze;

I1l. fragmenty sg mate, rozrzucone po catym zarodku, ten typ wystepuje najczesciej;

IV. fragmenty sg rdznej wielkosci, cze$¢ z nich nasladuje wielkoscig blastomery;

V. fragmenty wykazujg cechy nekrozy - wystepujg ziarnistosci i cytoplazma jest
obkurczona.

Wyrzucenie poza blastomery duzych fragmentéw cytoplazmy z mitochondriami,
biatkami, takimi jak: leptyna, STATS3, Zle rokuje co do dalszego rozwoju zarodka
[3].

Fragmentacja rzadko pojawia sie juz na etapie komorki jajowej i zygoty (2%),
anajczesciej w czasie pierwszego i drugiego podziatu. Wykazano, ze 66% zarodkow
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z fragmentacjg przekraczajgcg 35% wykazywato aberracje chromosomalne. W za-
rodkach, w ktérych fragmentacja byta mniejsza niz 35%, odsetek aberracji byt
znamiennie nizszy i wynosit 47%. Wykazano, ze stopien fragmentacji koreluje
z mozaicyzmem chromosomalnym, poliploidig i haploidig, a nie z aneuploidia.
Wiadomo, ze u kobiet po 35 roku zycia jako$¢ zarodkow obniza sie. Wraz z wiekiem
kobiety wzrasta odsetek zarodkéw z fragmentacjgO-5% iobniza sie odsetek zarodkow
z fragmentacja powyzej 35%. Poniewaz fragmentacja jest procesem wymagajacym
energii, takie obserwacje Swiadczg o postepujgcej niewydolnosci systemu produku-
jacego ATP i zmianach w cytoplazmie komdrki jajowej [2].

OCENA BLASTOCYSTY

Wraz z postepem w metodach hodowli ludzkich zarodkéw do stadium blastocysty
wzrasta zainteresowanie przenoszeniem do jamy macicy blastocyst [5, 6, 8, 9, 10,
16]. By¢ moze w niedalekiej przysztosci przeniesienie jednej prawidtowej blastocysty
do jamy macicy rozwigze wiele probleméw wspotczesnych technik rozrodu wspo-
maganego medycznie. W wyselekcjonowaniu blastocysty o najwiekszej zdolnosci
implantacyjnej brany jest pod uwage czas tworzenia sie jamy blastocysty, morfologia
wezta zarodkowego oraz komorek trofektodermalnych. Blastocysty o najwiekszym
potencjale implantacyjnym rozwijajg sie w 5 dobie po zaplemnieniu.

Wedtug Gardnera i Schoolcrafta [10] najlepsze blastocysty charakteryzujg sie
duzgjama blastocele i wigkszg objetoscig niz wczesniejsze stadia zarodkowe, wezet
zarodkowy buduja liczne komérki $cisle przylegajace do siebie, trofektoderme buduja
réwniez liczne przylegajace do siebie komérki. Hodowla zarodka do blastocysty
jest swoistg probg biologiczng zatrzymujgcg w rozwoju cze$¢ zarodkOw z nie-
prawidtowym kariotypem. Zarodki z brakiem chromosomow, niektorymi mozaikami
zatrzymujg sie w rozwoju na etapie moruli, ale trisomie, poliploidie, niektére mozaiki
moga kontynuowaé rozwéj. Wykazano, ze wiekszo$¢ zarodkéw zatrzymanych w
rozwoju ma duze nieprawidtowos$ci chromosomalne. Przyczyn nieprawidtowosci
nalezy upatrywaé¢ w zaburzeniach oogenezy i mejozy. Nieprawidtowosci postzygo-
tyczne moga by¢ wynikiem niedostatecznej dojrzatosci cytoplazmatycznej komorki
jajowej. Zaburzenia budowy wrzeciona kariokinetycznego, cytoszkieletu komorki
spowodowane jej niedojrzatoScig mogg w czasie mitoz i cytokinezy prowadzié
do anomalii chromosomalnych. We wczesnych etapach rozwoju mechanizmy kon-
trolujgce przebieg cyklu komoérkowego w punktach kontrolnych nie funkcjonujg
lub funkcjonujg mato sprawnie. Dopiero w dalszych etapach rozwoju embrionalnego
uruchamianie punktow kontrolnych powoduje zatrzymanie w rozwoju i postepujaca
fragmentacje zarodka z zaburzeniami kariotypu.
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Duzy odsetek anomalii chromosomalnych w rozwijajacych sie zarodkach jest
najbardziej uchwytng przyczyng obnizajgcg zywotnos¢ zarodkéw. Tylko przedim-
plantacyjna diagnostyka genetyczna umozliwia wyeliminowanie zarodkéw z nie-
prawidtowosciami chromosomalnymi. Jak dotagd mozliwe jest dokonanie
jednoczasowe analizy zjednego blastomeru o$miu par chromosomoéw z doktadnoscig
90%. Podobne mozliwosci stwarza biopsja pierwszego ciatka kierunkowego.

Jakie wnioski praktyczne wynikajg z przedstawionych danych z pismiennictwa
i wiasnych?

Przez wiele lat traktowaliSmy rozwéj zarodka bardzo statycznie. Dzi§ wiemy,
zejego rozwdj to bardzo dynamiczny wieloetapowy proces i aby uzyskat on zdolnos¢
do zaimplantowania wjamie macicy, wszystkie etapy jego rozwoju muszg sie dokonaé
i przebiega¢ prawidtowo.

Pod wzgledem zdolnosci implantacyjnych kazdy zarodek powinien byé oceniony
indywidualnie. Przeprowadzenie prawidtowego wyboru zarodka do przeniesienia
do jamy macicy wymaga zatem hodowli zarodka pojedynczo w kropli podtoza
pod parafing i hodowle powinny by¢ oceniane czesto. Hodowle pod parafing umo-
zliwiajg czeste obserwacje bez narazania zarodka na uszkadzajgce warunki poza
inkubatorem. Zgodnie z obecng wiedzg idealny zarodek do transferu powinien roz-
wijacé sie z komorki jajowej o regularnych ksztattach, przedjadrza w 16-19 godzinie
po zaplemnieniu powinny by¢ typu O, w drugim dniu zarodek powinien by¢ zbu-
dowany z 4 regularnych blastomerdw, nie moze zawiera¢ blastomeréw wielojg-
drzastych, fragmentacja nie powinna przekracza¢ 15% i wykazywaé cech
charakterystycznych dla IV typu fragmentacji. Nawet przy takiej ocenie odsetek
zagniezdzen bedzie ponizej 50% i co najmniej 30% zarodkéw bedzie wykazywato
nieprawidtowosci chromosomalne. Wskazuje to na ograniczong warto$¢ wszystkich
stosowanych dotychczas metod oceny jakosci zarodkow.

Wydaje sie, ze ten niekorzystny wynik biologiczny moze zmieni¢ tylko poprawa
stymulacji jajeczkowania tak, aby komorki jajowe byly lepiej dojrzate cytoplaz-
matycznie, aby byta lepsza selekcja plemnikdéw do zaptodnienia w celu zapobiegniecia
whiesieniu nieprawidtowej centrioli, stworzenia lepszych, bardziej optymalnych wa-
runkéw hodowli, poznania i nauczenia sie kontrolowania procesu przygotowania
endometrium do implantacji. Wszystkie dotychczasowe obserwacje wskazujg, ze
potencjat rozwojowy zarodka zdeterminowany jest juz w stadium zygoty i warunki
hodowli muszg ten potencjat utrzymac.
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GENETYCZNE PRZYCZYNY UTRATY
WCZESNEJ CIAZY

GENETIC ASPECTS OF EARLY PREGNANCY LOSS

Jerzy Andrzej JAKOWICKI
Il Katedra i Klinika Ginekologii Operacyjnej Akademii Medycznej w Lublinie

Streszczenie: Przedstawiono przeglad genetycznych aspektéw poronieri u kobiet w postaci: 1. zaburzen
kariotypowych ocenianych cytogenetycznie w zakresie chromosomow oraz Il. defektéw molekularnych
dotyczacych jednego lub kilku genédw ocenianych technikg analizy DNA. I. W zaburzeniach kariotypo-
wych dotyczacych chromosoméw zardwno autosomalnych, jak i ptciowych wyrézniono: 1) zaburzenia
letalne niezaleznie od pici wystepujace: a) w okresie przedimplantacyjnym, co dotyczy okoto 25%
ptodéw, przy czym wielko$¢ ta oparta jest gtdwnie na badaniach w ramach programu IVF-ET; b) w |
trymestrze pierwszej cigzy, kiedy ok. 5% poronionych ptodéw wykazuje anomalie chromosomalne,
wérdd ktérych potowa to trisomie, podczas gdy triploidia i monosomia X nie przekraczajg 10%, za$
tetraploidia - 2,5%; c) w Il trymestrze pierwszej cigzy - woéwczas notuje sie 2,5% z przyczyn
genetycznych, w tym do 20% dotyczacych chromosomoéw; d) poronien nawykowych z zaburzeniami
genetycznymi w okoto 3% cigz; 2) zaburzen letalnych dla ptci meskiej, takich jak: zespot Retta i
incontinentia pigmenti oraz 3) zaburzenia genetyczne trofoblastu dotyczace kompletnego zasniadu
graniastego lub ograniczonego mozaicyzmu kosmowki. 1. Mutacje molekularne dotycza: 1) zaburzen
hemostazy powodujacych utrate cigz w skutek zwiekszonego wykrzepiania w obrebie gtéwnie trofobla-
stu i fozyska, gdzie odnotowano mutacje w obrebie: a) czynnika V Leiden (G1691A) i b) czynnika Il
(protrombiny) w 3° regionie (G20210A); 2) zaburzen zwigzanych z hypercystynurig, takich jak: a) w
genie reduktazy metylenoczterohydrofoliowej (C677C—T), b) przy wrodzonym autosomalnym niedo-
borze (3-syntazy cystationiny oraz 3) w allelach gendw biatek wigzacych mannoze, co powoduje zanik
unieczynniania drobnoustrojéw chorobotwdrczych i zapalne tto poronien.

{Postepy Biologii Komérki 2001; 28 supl. 18; 25-32)

Stowa kluczowe: poronienie, zaburzenia chromosomalne, mutacje

Summary: Genetics aspects of miscarriages (5% frequency of total miscarriages) can be categorised as:
I. karyotypic abnormality or Il. defect in one or more genes. I. In autosomal and sex chromosomal
abnormalities appear: 1) letal miscarriages sex independent a) in preimplantation period estimate mainy
during IVF-ET procedure (about 25%), b) early primary abortion (5% genetic defected fetuses) when
half of lost conceptus presented trisomies, less than 10% monosomy X and triploidy and 3% tetraploidy,
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c) Il trimester primary abortion (20% from 2.5% miscarriages), d) reccurent abortion (with 3% of genetic
factor); 2) X-linked genetic disorder lethal in males as incontinentiapigmentior Rett syndrome; 3) defects
of trophoblast as molar pregnancy or chorion mosaicism. Il. The groups of molecular mutations were
discussed: 1)in haemostatic disorders with predisposition to thrombosis of placental bed vessels: a) Factor
V Leiden (G1691A), b) Factor Il prothrombin gene (G20210A); 2) associated with hyperhomocystei-
nemia, the risk factor for venous thrombosis: a) autosomal recessive inherited deficiency of cystathionine
(3-synthase, b) homozygosity for the 677C—T mutation in the methylenetetrahydrofolate reductase gene
(T/T genotype), 3) mutant allele of mannan binding protein responsible for its deficiency caused
infection-induced fetal loss.

{Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18; 25-32)

Key words: abortus, chromosomal aberration, mutations

Monitorowanie przebiegu wczesnej cigzy, a takze implantacji zaptodnionej po-
zaustrojowo komorki jajowej oceng stezenia podjednostki (3-HCG wprowadzito do
nomenklatury potozniczej pojecie tzw. ciazy chemicznej. Posrednie informacje do-
tyczace zaburzen genetycznych w transferowanych embrionach pochodzg jedynie
z postepowan diagnostycznych przeprowadzonych przed implantacja [6]. Stosujac
szereg wspotczesnych metod badawczych (wielobarwna fluorescencja hybrydyzacji
in situ - FISH, PCR, kariotypowanie spektralne - SKY, poréwnawcza hybrydyzacja
genomowa - CGH) wykazano wystepowanie szeregu anomalii chromosomowych
w postaci translokacji, inwersji, mozaicyzmu, zaburzen zwigzanych z chromosomem
X, poliploidig, anenploidig. Z drugiej strony mozliwa jest btedna diagnoza wy-
nikajaca z badania pojedyrniczej komérki, zanieczyszczen i wypadania alleli. Nie-
wielka liczba badafn nie pozwala na okreslenie skali problemu, jak réwniez na
przewidywanie poronienia genetycznie uszkodzonej cigzy, zwiaszcza ze w takich
przypadkach odstepuje sie od transferu.

PORONIENIE PIERWSZEJ CIAZY

Pierwszy trymestr - badania tkanek ptodéw po spontanicznym poronieniu wy-
kazaty nieprawidtowosci chromosomalne w okoto potowie przypadkow [3], a nawet
w 60% poronien [4]. Plachot i Popescu [18] podajg wartosci odsetkowe eliminacji
ptodéw z zaburzeniami chromosomalnymi 66 do 7 tygodnia i 23 pomiedzy 8 i
12 tygodniem cigzy. Wedtug wspomnianych powyzej autoréw najczesciej wystepuje
trisomia - C, D, E, G (52%), triploidia (20%), monosomia 45x czy 45,-G (15%)
natomiast rzadziej tetraploidia powstata w pierwszym podziale zygotycznym (6%),
podwojna trisomia (2%) i mozaicyzm (1%). Boue i Boue [2] analizowali okres
przezycia uszkodzonych ptodéw wynoszacy dla tetraploidii 2,9 tyg, dla triploidii
4,2 tyg, triploidii 5 i dla monosomii 45x, ale takze w przypadku prawidtowego
kariotypu 5,3-5,8 tygodni. Triploidii niezaleznie od zaburzehA genetycznych towa-
rzyszy potwierdzone histologicznie uszkodzenie centralnego uktadu nerwowego naj-
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czesciej w postaci nieprawidtowego rozdzielenia lub zro$niecia potkul, rozszczepienie
czaszki i kregostupa, brak przysadki mézgowej, trisomii - niedorozwoj trofoblastu,
zasniad lub puste jajo ptodowe, w tertaploidii wystepuje pecherzyk w kosmoéwce
bez bton owodniowych i ptodu.

Drugi trymestr - czestotliwo$¢ poronied zwigzanych z anomaliami genety-
cznymi zmniejsza sie znacznie w granicach od 5 do 10% [15]. Wprawdzie Warburton
i wsp. [25] podali, ze anomalie wystepuja u ptodéw miedzy 12 i 15 tygodniem
w 40%, a do 20 tygodniajeszcze w 19%, ale fakt wielokrotnego zalegania obumartej
cigzy podwaza odniesienie tych danych do S$cistego terminu trwania cigzy.

Zmienia sie w sposOb zrozumiaty spektrum tych zaburzen, bowiem juz w |
trymestrze odrzucane sg ptody z gtebokimi anomaliami, jak np. polyploidia. Naj-
czesciej spotykanymi w badanych ptodach nieprawidtosciami genetycznymi po-
zostaja w drugim trymestrze monosomie X oraz trisomie. W materiale tkankowym
poronionych ptodéw spotyka sie trisomie wystepujace we wszystkich chromosomach
z wyjatkiem pierwszego (odnotowanego jedynie w 8-komdrkowym zarodku), ale
najczesciej dotyczg chromosomow 13 (zespét Patau), 18 (zesp6t Edwardsa) czy
21 (zespot Downa) pozwalajgce na przezycie, za$ rzadziej trisomie 16 letalng dla
noworodkéw [21]. Snijders i wsp. [12] przeprowadzili kalkulacje przezywalnosci
ptodéw genetycznie uszkodzonych i na przyktadzie trisomii 21 wykazali, ze obu-
mieranie miedzy 12 i 14 tygodniem dotyczy 41%, za$ od 16 do 40 tygodnia 32%
tych ptodéw. Natomiast w ciggu pierwszych 20 tygodni wystepuje bardzo znaczaca,
bo wynoszaca okoto 95%, eliminacja nie bedacej uszkodzeniem letalnym monosomii
X, stanowigcej 15-20% wszystkich anomalii. Powoduje to, ze czestos¢ wystepowania
schorzenia wsréd zywych noworodkéw wynosi 0,03%, przy czym nie zalezy to
od wieku ciezarnej, a zwigzane jest w 75% z nondysjunkcja u ojca [4]. Trisomie
chromosomow piciowych rzadko sg powodem poroniefi samoistnych i ich wyste-
powanie notuje sie u 0,01% noworodkéw. W polskim piSmiennictwie Stasiewicz-
Jarocka i wsp. [23] wykazaly, ze nosicielstwo translokacji t(1;2)(q42;q33) moze
by¢ powodem poronien.

Przedstawiony powyzej rozktad poronien w obu okresach cigzy sugeruje istnienie
réznych mechanizmdw patofizjologicznych w eliminacji uszkodzonych ptodéw [15].

Poronienie nawykowe

Zaburzenia genetyczne, gtownie translokacje i inwersje, stanowia potwierdzona,
ale stanowigca jedynie 2-3%, a wedtug innych danych do 5% przyczyne poronieh
nawykowych. Braekeleer i Dao [1] na podstawie zbadania ponad 22 tysiecy par
rodzicéw stwierdzili przyczyne genetyczng nawrotowego poronienia w 4,7%, przy
czym w populacji tej tylko 1% partneréw wykazywato nieprawidtowosci genetyczne.
W badaniach tych wzajemna translokacja wystepowata dwukrotnie czeSciej niz
translokacja Robertsona. Podobne wyniki zaprezentowali Kajii i Ferrier [11], ktorzy
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w ptodach z drugiego poronienia bez uprzedniej etiologii genetycznej stwierdzili
translokacje u 2,7%, gdy u rodzicow w tej populacji to zaburzenie genetyczne
wystepowato z czestoscia 0,3%.

Szanse zwiekszenia czestosci translokacji 0 20% stwarza poprzedzajace poronienie
o etiologii genetycznej lub urodzenie dziecka z wadami rozwojowymi [24]. Hassold
[7] stwierdzit, ze aneuploidia powt6rzyta sie w drugim poronieniu w ponad 70%
cigzach, podczas gdy po raz pierwszy wystapita w drugim poronionym ptodzie
z czestoScig ponizej 20%.

Genetyczne zaburzenia letalne dla jednej pici

Nalezy do nich zesp6t Bloch-Sulzbergera (incontinentia pigmenti) okreslany
jako genodermatoza pecherzykowa z zaburzeniami okulistycznymi i stomatologicz-
nymi i niekiedy z ciezkimi objawami neurologicznymi. Zaburzenie dotyczy chro-
mosomu X i jest letalne dla ptodéw meskich, jakkolwiek opisano dwa przypadki
wystepowania zespotu u osobnikéw 47XXY. Poczatkowo sugerowano wigzanie
genetyczne Xpll, ale ustalono na wiekszej populacji zwigzek z regionem Xq28
[17].

Zespot Retta - przebiegajacy z ciezkimi zaburzeniami uktadu nerwowego, z
niedorozwojem umystowym jest letalny dla ptci meskiej, zas u noworodkéw pici
zenskiej czesto notuje sie nagte zgony [5].

Zasniad groniasty

Jest to twdr diploidalny pochodzacy gtéwnie z DNA ojca, przy czym mito-
chondrialny DNA w petni rozwinietym zasniadzie jest pochodzenia matczynego.
Duplikacja haploidowego genomu ojca wjaju pozbawionym materiatu genetycznego
powoduje, ze w 75-85% zasniad jest homozygotyczny [12]. Mechanizm duplikacji
wystepuje albo wskutek braku rozdzielenia chromosomoéw (nondisjunction) w czasie
mejozy I, lub przez endoreduplikacje plemnikéw po zaptodnieniu. Brak materiatu
genetycznego matki w zaptodnionym jaju nie jest wyjasniony i brane sg pod uwage
rozne mechanizmy, takie jak: brak rozdzielenia chromosoméw w czasie mejozy,
wytuszczenie jadra komorki jajowej (enucleatio) czy eliminacja chromosomoéw przy
podziatach komdrkowych po zaptodnieniu [19].

Na pozostaty odsetek zasniadow sktadajasie: 1) mola z kariotypem 46XY (4-15%)
po zaptodnieniu pustego jaja dwoma plemnikami: jednym z chromosomem X i
drugim z chromosomem Y oraz 2) zasniady 46XX (ok. 5%) homozygotyczne,
ale z genetycznie odrebnymi miejscami w genie. Podkre$la sie, ze uktad 46YY
nie ma mozliwosci dalszego rozwoju [14].
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Ograniczony mozaicyzm kosmowki
(ang. confined placental mosaicism — CMP)

Jest to zjawisko, w ktdrym kosmki i zarodek majg rézny uktad genetyczny,
prawidtowy u ptodu i zaburzony w kosmkach. Istniejg dane pozwalajgce przyjac,
ze wystepowanie CMP moze towarzyszy¢ opOznieniu wzrostu wewngtrzmacicznego
ptodu. W badaniach wieloo$rodkowych stwierdzono wyzszy niz w obecnosci ge-
netycznie prawidtowych kosmkow odsetek utraty ciaz - 8,6% v 3,4%.

Mutacje molekularne

Zaburzenia hemostazy w cigzy przebiegajagce z trombofilia mogq powodowacd
zakrzepy w naczyniach kosmowki i tozyska. Wpltyw na to ma wrodzony brak
takich inhibitoréow krzepniecia, jak: 1) antytrombiny (AT), 2) biatka C wigzacego
na powierzchni czynniki V i VIII i inhibitor plazminogenu, 3) biatka S niezbednego
w posredniczeniu aktywowania biatka C przez kompleks trombomodulina-trombina.

Mutacje w obrebie czynnika V Leiden (FVL) - opornos$¢ biatka C na aktywacje
(ang. activated protein C resistance - APCR) wynika z mutacji punktowej nu-
kleotydu w pozycji 1691 przez zastgpienie guanozyny adening (G1691A), co w
odczycie biatkowym daje sekwencje Arg560GIn. Hatzis i wsp. [8] wykazali wzrost
APCR u 21% kobiet z przebytymi poronieniami, podczas gdy w kontroli odsetek
ten wyniost 12%.

Mutacje w obrebie czynnika Il (protrombiny) - czestsze od poprzednich zwia-
szcza w rasie kaukaskiej powodujg podwyzszone stezenie protrombiny we Krwi
zwiekszajac generacje trombiny zalezg od zastapienia rowniez guaniny przez adenine
w 3*-regionie czynnika Il (Fil G20210A).

Wrodzony autosomalny niedobdr (3-syntazy cystationy powodujacy tagodny
wzrost stezenia hemocysteiny we krwi i statej hemocysteinurii prowadzi w przebiegu
ciazy do jej utraty w potowie przypadkow i to zarbwno pod postacig poronienia,
jak i powiktan przebiegu cigzy (gestozy, zawaly i odklejanie tozyska) i szeregu
uszkodzen ptodéw i noworodkdw.

Mutacje w obrebie genu reduktazy 5,10-metyleno-hydro-foliowej (MTHFR)
jako przyczyna poronien i zaburzen ciazy zostaty ujawnione dzieki badaniom nad
hemocysteinemig pochodzacg z transmetylacji metioniny i dotyczag wymiany cy-
tozyny na tymine w pozycji 677 (C677T), co powoduje u homozygotow przy stezeniu
hemocysteiny powyzej 15 pmoli/l (na czczo) dwu do trzech razy czestsza utrate
cigz lub uszkodzenie cewy nerwowej ptodéw. Isolato i wsp. [10] nie stwierdzajgc
zmian we krwi pepowinowej w tkankach poronionych ptodéw wykazali wszystkie
mozliwe kombinacje genotypowe MTHFR i allele 677T i 1289C w konfiguracjach
cis i trans. Mozliwos$¢ przezycia ptodéw zmniejsza wystepowanie 3 lub 4 zmu-
towanych alleli, co wystepuje w genotypach 677TT1298C i 677T/1298C.
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Meta-analiza wptywu hyperhomocysteinemii na wystepowanie nawykowych po-
ronien wykazata, ze genotyp T/T mutacji C677T genu MTHFR wykazuje $rednio
1,4 OR (odds ratio), a takze wigze sie to z wysokim stezeniem homocysteiny
ocenianej na czczo (defekt remetylacji) i po obcigzeniu metioning (defekt trans-
sulfurylacji) [16]. We wspomnianej meta-analizie cytowani sg Holmes i wsp. [9],
ktérzy podaja w watpliwos¢ uznanie mutacji za czynnik ryzyka poronien podajac
dla homozygot T/T 0,9 odds ratio (95% CI 0,3-2,4).

Zmutowane allele biatka wigzacego mannoze (ang. mannan binding protein
- MBP) - biatko to jest lektyng typu C nalezgca do rodziny kollektyn, ktoérego
celem jest obronne wigzanie sie ze strukturami drozdzy, bakterii, wiruséw aktywujac
komplement i stanowi krazacy we krwi ekwiwalent receptora mannozy w ma-
krofagach. Niskie stezenie MBP jest uwarunkowane genetycznie i u cztowieka
dotyczy okoto 0,17% populacji. Niedobér ten powoduje wzrost cytokin predyspo-
nujacych do wystgpienia infekcji jaja ptodowego i destrukcji trofoblastu. Wsrod
par matzenskich tracacych cigze deficyt MBP (>0,63 U/ml) notowano u 14,8%
wobec kontroli 4,8%, za$ bardzo niskie stezenia (>0,13 U/ml) u 9,5% v 1,0%
[13].

Perspektywy badan nad genetycznymi przyczynami poronien

1 Aktualnie nie wykryto [20] u cztowiekajednoznacznych mutacji powodujacych
utrate wczesnych cigz w rodzaju spotykanych u gryzoni w postaci letalnego dla
homozygot komplekséw genu t na chromosomie 17 u myszy czy innych chro-
mosomach, za$ u szczurajako gen grc reprezentujacy tzw. geny semiletalne. Rozwdj
badan w zakresie genetyki molekularnej potencjalnie moze doprowadzi¢ do detekcji
takich genéw u cztowieka.

2. Istnieje mozliwo$¢ wystepowania niewykrytych dotychczas mutacji w recep-
torach zaréwno jajnikéw, jak i kosmowce dla hormondéw bioracych udziat w re-
produkcji (progesteron - HCG). Takze detekcja nieprawidtowych biatek inwazyjnych
czy adhezyjnych w trofoblascie lub doczesnej moze wyjasni¢ trudnosci w nidacji
zaptodnionego jaja ptodowego lub jego po6Zniejsze uszkodzenia.
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ZALEZNA OD GONADOLIBERYNY
REGULACJA AKTYWNOSCI TRANSKRYPCYJNEJ
GENOW KODUJACYCH PODJEDNOSTKI HORMONU
LUTEINIZUJACEGO W PRZYSADCE MOZGOWEJ

GONADOLIBERIN-DEPENDENT TRANSCRIPTION ACTIVITY
OF GENES ENCODING LUTEINIZING HORMONE SUBUNITS
IN THE PITUITARY GLAND

Alina GAJEWSKA, Kazimierz KOCHMAN

Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzat PAN im. J. Kielanowskiego
w Jabtonnie k/Warszawy

Streszczenie: Gonadoliberyna (GnRH) jest kluczowym regulatorem specyficznej ekspresji gendw kodu-
jacych trzy podjednostki gonadotropin (a, LH(3 i FSH(3) w przysadce. Na promotorze genu LH(3 biatka
SF-1, EGR-1 i SP-1 tworzg ztozony, trzyczesciowy element regulacyjny odpowiedzialny za petng
aktywacje transkrypcyjng tego genu przez GnRH. W pozycji -443 promotora zidentyfikowano sekwencje
CCATTTTTGG (tzw. CArG box) odpowiedzialng za aktywacje genu LH(3 przez pulsacyjnie uwalniany
GnRH. Zalezna od GnRH specyficzna ekspresja genu podjednostki a wigze sie natomiast z aktywacja
dwoch miejsc wigzacych biatka ETS najego promotorze.

(Postgpy Biologii Komorki 2001; 28 supl. 18: 35-46)

Stowa kluczowe: gonadoliberyna, aktywnos$¢ transkrypcyijna, geny podjednostek a i LH(3

Summary: Gonadoliberin (GnRH) is a crucial regulator governing the specific expression of the genes
encoding gonadotropin subunits (a, LH(3, FSH(3) in the pituitary gland. Three proteins: SP-1, steroido-
genic factor 1 (SF-1) and early growth response protein (EGR-1) form a tripartite element in the rat
luteinizing hormone (3-gene regulating its GnRH-dependent transcription activity. Localized on the
promotor of LH(3 gene the CArG box element (position -443, sequence: CCATTTTTGG) is responsible
for the gene responsiveness for pulsatile GnRH stimulation. GnRH regulates ccsubunit gene transcription
activity through two ETS binding protein domains localized on the promoter of this gene.

(Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18: 35-46)

Key words: gonadoliberin, transcription activity, a, LH(3 subunits genes
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GnRH, hormon uwalniajgcy hormony gonadotropowe (LH-hormon luteinizujacy
i FSH - hormon folikulotropowy) jest dekapetydem uwalnianym pulsacyjnie z za-
konczen nerwowych wyniostosci posrodkowej podwzgérza. Jako kluczowe ogniwo
w neuroendokrynnej regulacji rozrodu odpowiedzialny jest zaréwno za regulacje
uwalniania gonadotropin z przedniego ptata przysadki, jak tez za regulacje wysoce
specyficznej przysadkowej ekspresji genoéw kodujacych trzy podjednostki gona-
dotropin: (a, LH(3 i FSH(3). Po uwolnieniu do krazenia wrotnego przysadki, hormon
ten wigze sie na btonie komérek gonadotropowych ze swym specyficznym, sprze-
zonym z biatkiem Gg/lla receptorem [37], a konsekwencjg tego zwigzania jest
aktywacja wewngatrzkomorkowej fosfolipazy C(3, wzrost stezenia wapnia wewnatrz-
komérkowego i aktywacja kinazy biatkowej C (PKC) [38] prowadzace do stymulacji
uwalniania i biosyntezy gonadotropin w przysadce. Istniejg tez dane $wiadczace
0 zaangazowaniu GnRH w aktywacje zaréwno kaskady kinaz aktywowanych mi-
togenem (MAPK) [29,33], jak i kinazy biatkowe]j aktywowanej stresem (JNK/SAPK)
[26].

Od wielu juz lat wiadomo, iz pulsacyjne uwalnianie hormonow jest zjawiskiem
powszechnie wystepujacym w uktadach endokrynnych centralnych i obwodowych.
Liczne badania u wielu gatunkéw ssakéw dowiodty, ze mechanizm pulsacyjny
zlokalizowany w centralnym uktadzie nerwowym (generator pulséw GnRH) spetnia
kluczowa role w regulacji rozrodu zwierzat, odpowiadajac za precyzyjny wzor uwal-
niania GnRH do krazenia wrotnego przysadki, $cisle determinujagc uwalnianie go-
nadotropin z komorek gonadotropowych przysadki [8]. Rola pulsacyjnego uwalniania
GnRH w regulacji uwalniania gonadotropin wydaje sie by¢ obecnie stosunkowo
dobrze poznana, a gtbwnym wewnatrzkomdérkowym regulatorem tego procesu jest
wzrost stezenia wapnia wewnatrzkomorkowego nastepujacy po stymulacji receptora
GnRH.

Zmienna czestotliwo$¢ pulsow GnRH jest nie tylko gtéwnym elementem re-
gulujagcym podstawowe i okotoowulacyjne uwalnianie gonadotropin, ale peini tez
zasadnicza role w specyficznej stymulacji ekspresji trzech genéw (a, LH(3 i FSH(3)
kodujacych podjednostki gonadotropin [11,12]. Pulsacyjna stymulacja przysadki
przez GnRH prowadzi do zwiekszenia poziomu receptora GnRH, dzieki czemu
wzmacniany jest sygnat transkrypcyjny [17] faworyzujacy transkrypcje genu LH(3
w stosunku do genu podjednostki a, wykazano na somatomammotropowej linii
komadrkowej stabilnie transfekowanej konstruktami promotor-reporter dla ludzkiego
genu podjednostki a oraz szczurzych genoéw LH(3 i FSH(3 [20]. Poszukujac we-
wnatrzkomorkowych mechanizméw, poprzez ktdre GnRH mogtby selektywnie re-
gulowac ekspresje gendéw a i LH(3 w przysadce szczura, Week i wsp. [44] badaty
tempo transkrypcji gendéw kodujacych podjednostki LH w hodowli komoérek pier-
wotnych przysadki, w transfekowanej linii komdrek gonadotropowych aT3 oraz
w komoérkach przysadki pobranych od transgenicznych myszy niosacych szczurzy,
5’ flankujacy region promotora genu LH(3. Oba analizowane geny byly znaczgco
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stymulowane przez GnRH (gen dla podjednostki a 5-krotnie, za$ gen dla LH(3
9-krotnie), lecz réznity sie w swej reakcji na badane modulatory wewnatrzkomor-
kowej sygnalizacji GnRH. W badaniach tych stwierdzono, iz gen podjednostki
a byt bardziej wrazliwy na stymulacje wewnatrzkomérkowego szlaku PKC, podczas
gdy naptyw jonéw wapnia do komérki preferencyjnie stymulowat transkrypcje genu
LH(3. Natomiast obserwowana zaréwno w hodowli komoérek pierwotnych, jak i
w komérkach ocT3 stymulacja promotora genu podjednostki a przez PKC wigzata
sie z aktywacjg kinaz MAP, podczas gdy aktywacja tego szlaku nie byta niezbedna
do stymulacji promotora genu LH(3. Wymagania aktywacji kinazy MAP dla sty-
mulacji promotora szczurzego genu dla podjednostki a sa w zgodzie z danymi
dotyczacymi mysiego i ludzkiego promotora genu a [33,39]. Stwierdzono bowiem,
iz podwyzszona ekspresja uszkodzonej kinazy MAP (kinase-defective MAPK) lub
tez fosfatazy-2 MAPK w komoérkach aT3 powoduje znaczace ostabienie aktywacji
promotora genu a przez GnRH [33]. Specyficznie wapniozaleznej stymulacji aktyw-
nosci promotora genu LH[3, jak tez specyficznie zaleznej od szlaku PKC/MAPK
aktywacji promotora genu a przeczg wyniki uzyskane przez Saunders i wsp. [35].
Uzywajac linii komorek somatolaktotropowych (GGH3-17) stabilnie transfekowa-
nych cDNA dla receptora GnRH i kotransfekowanych 5’-flankujgcym regionem
promotora a (-846/0), LH(3 (-791/+5) lub FSH[3 (-2000/+1709), badali oni wptyw
aktywowanych w komarkach gonadotropowych przez GnRH wtérnych przekaznikow
na specyficzng ekspresje genéw kodujacych podjednostki gonadotropin. Stymulacja
komérek aktywatorem kinazy biatkowej C (PMA) wykazata, iz wszystkie badane
promotory genéw byty stymulowane przez PMA, lecz stymulacjata byta wyrazniejsza
w przypadku promotoréw gendw podjednostek LH(3 i FSH(3. Natomiast aktywacja
gendw poszczegolnych podjednostek obserwowana po stymulacji badz zablokowaniu
kanatéw wapniowych typu L wskazywata na wiekszg role jonow wapnia w aktywacji
genu podjednostki a niz genéw obu podjednostek (3 Zalezng od PMA stymulacje
syntezy LH(3 mRNA i obnizenie jej poziomu przez aktynomycyne D obserwowali
tez Park i wsp. [32], za$ Call i Wolfe [6] wykazali, ze aktywacja konskiego promotora
genu LHP przez GnRH wymaga aktywacji kaskady PKC/MAPK w komorce, a
w procesie indukcji promotora genu LH(3 nie jest zaangazowany waph.

Zgromadzone dane wskazujg, ze poszczegllne geny sg wrazliwe albo na wzra-
stajgce stezenie wapnia wewnatrzkomdrkowego, albo na stymulacje poprzez kaskade
PKC/MAPK. Nie jest jednak jasne, ktory z gendw jest specyficznie regulowany
przez waph i PKC, ani tez, w jaki spos6b zmienna pulsacja GhRH mogtaby pre-
ferencyjnie aktywowac poszczegélne szlaki wtérnych przekaznikow w komorce
gonadotropowej.

Zidentyfikowano juz kilka elementow regulatorowych dziatajacych w uktadzie
in trans, ktore wiazac sie z sekwencjami regulatorowymi na promotorze genu LH(3
sg bezposrednio zaangazowane w modulacje jego transkrypcji. Jednym z nich jest
czynnik steroidogenny SF-1 nalezacy do nadrodziny biatek receptoréw jadrowych
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0 nieznanym ligandzie, ulegajacy selektywnej ekspresji w komorkach gonadotro-
powych przysadki, jak réwniez w nadnerczach i gonadach [17]. Sekwencje wigzace
czynnik SF-1 zidentyfikowano na wielu genach zwigzanych ze steroidogenezg, réz-
nicowaniem piciowym i funkcjami reprodukcyjnymi [28]. Do DNA promotora
genu LH(3 czynnik SF-1 wiaze sie w obszarze zwanym GSE (gonadotrope specific
element), po raz pierwszy zidentyfikowanym na promotorze genu podjednostki a
przez Barnhardt i Mellon [2]. Na promotorze szczurzego genu podjednostki LHP
zidentyfikowano natomiast dwa, znajdujace sie w pozycji -127 i-59, miejsca wigzace
czynnik SF-1 [14]. Badania in vivo dowiodly znaczenia czynnika SF-1 w regulacji
ekspresji genu LH(3. U myszy pozbawionych genu ftz-fl kodujacego biatko SF-1,
poziom mRNA dla podjednostki LHP byt niewykrywalny [17], za$ mutacja w obrebie
miejsca 5-GSE bydlecego promotora genu LH(3 znaczaco zmniejszyta jego ekspresje
w stosunku do poziomu stymulowanego przez niezmutowany promotor [24]. Innym
biatkiem (w komdrkach przysadki wystepujacym jedynie w komérkach gonado-
1somatotropowych) o bardzo znacznej roli w regulacji transkrypcji genu LHP jest
biatko EGR-1 (early growth response protein) znane takze jako ZIF/268, KROX-24
i NGFI-A. Nalezy ono do rodziny biatek transkrypcyjnych, ktérych geny ulegaja
szybkiej transkrypcji (immediate early genefamily) i charakteryzuje sie obecnoscia
tzw. palcow cynkowych z motywami Cys2-His2 rozpoznajgcymi bogate w GC se-
kwencje DNA na promotorze genu [13]. W badaniach na modelach in vivo stwier-
dzono, ze u myszy pozbawionych genu egr-1 wystepuje selektywna utrata ekspresji
genu LHP przy normalnej ekspresji genu FSHp i genu dla podjednostki a [41,25].
W eksperymentach z uzyciem transfekowanych linii komérkowych obserwowano
natomiast wzrost aktywnosci szczurzego promotora genu LHP po stymulacji biatkiem
EGR-1 i efekt ten byt zwigzany z miejscami wigzania biatka EGR-1 na promotorze
w pozycji -112 i-50 [14]. Na promotorze kornskiego genu kodujacego podjednostke
LHP biatko EGR-1 wigze sie do sekwencji CCGGGGGCG w obszarze dystalnym
oraz do sekwencji GTGGGGGAG w obszarze proksymalnym promotora, a mutacje
w obrebie tych dwu miejsc wigzacych biatko EGR-1catkowicie hamujgjego zdolno$¢
do indukcji promotora genu eLHP [46].

Biatko EGR-1 zawiera wewnetrzng inhibitorowg domene sktadajgca sie z 34
aminokwaséw i nawet pojedyncza mutacja punktowa w obrebie tej domeny unie-
mozliwia interakcje miedzy biatkiem EGR-1 a innymi biatkami komorkowymi,
powodujac 15-krotny wzrost aktywnosci transkrypcyjnej biatka EGR-1. Ostatnie
badania wykazaly, iz biatkami tymi sg biatka NAB-1 i NAB-2, ktérych funkcja
jestrepresja aktywnosci biatka EGR-1 [34,40]. Transfekujgc komorki a T3-1 biatkami
EGR-1 i NAB-1 wykazano, iz NAB-1 hamuje aktywacje promotora eLHp przez
biatko EGR-1, lecz nie wptywa najego aktywnos$¢ podstawowg [46]. Biatko NAB-1
ulega ekspresji w wielu tkankach [34], chociaz dotgd nie wykazano jego ekspresji
w komdrkach gonadotropowych. Niemniej jednak jest potencjalnym kandydatem,
ktéry mogtby aktywnie uczestniczyé regulacji aktywnosci promotora genu LHp
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w przysadce. Nie mozna wiec wykluczyé¢, iz zalezna od czestotliwosci pulséw
GnRH aktywacja genu LH|3 moze by¢ regulowana przez zalezng od tej czestotliwosci
indukcje czynnikdéw aktywujacych i hamujacych aktywnos$é jego promotora. Naj-
bardziej efektywny w indukcji ekspresji genu LH(3 profil pulsacji GhnRH mogtby
zatem maksymalizowac ekspresje lub aktywnos$¢ czynnikéw aktywacyjnych przy
jednoczesnej minimalizacji ekspresji lub aktywnos$ci czynnikéw hamujacych aktyw-
nos¢ tego promotora.

Dla regulacji ekspresji genu LH(3 ijego wrazliwosci na stymulacje GnRH bardzo
znaczacy okazat sie by¢ réwniez obszar -490/-352 promotora [20]. W obszarze
tym zidentyfikowano bowiem kilka miejsc wigzacych biatko SP-1, ktére podobnie
do biatka EGR-1 nalezy do rodziny czynnikow transkrypcyjnych Cys2-His2 wig-
zacych sie z DNA za pomoca palcow cynkowych, rozpoznajac sekwencje bogate
w GC [4]. Mutacje uniemozliwiajgce wigzanie sie biatka SP-1 z tym regionem
promotora znaczgco redukujg zaréwno podstawowg aktywno$¢ promotora genu LH(3,
jak tez zmniejszaja stymulacyjny wptyw wywierany na ten gen przez GnRH [20].
Na promotorze genu LH[3, biatka SF-1 i EGR-1 tworzg dwa ztozone elementy
regulacyjne wigzace sie do jego proksymalnej czeSci w pozycjach -59 i -127,
za$ miejsca wigzania biatka SP-1 zajmujg bardziej dystalny obszar promotora po-
miedzy pozycjg -4-51 a -386. Taka lokalizacja miejsc wigzacych biatka transkry-
pcyjne powoduje, iz niezbedna do petnej aktywacji promotora genu LH(3 interakcja
miedzy biatkami SF-1, EGR-1 i SP-1 wymaga zar6wno zmian w topologii tego
fragmentu DNA prowadzacej do tworzenia odpowiedniej petli, jak i obecnosci do-
datkowego czynnika integrujacego umozliwiajgcego owg interakcje. W zapropono-
wanym przez Kaiser i wsp. [19] modelu zaleznej od GnRH regulacji aktywnosci
promotora genu LHfJ przez czynniki transkrypcyjne SF-1, SP-1 i EGR-1 zaklada
sie ich interakcje z niezidentyfikowanym jeszcze i niewigzacym sie do DNA ko-
faktorem. Zgodnie z tym modelem, biatko SF-1 w niewielkim tylko stopniu od-
powiedzialne jest za bezposredni wpltyw na stymulacje genu LH(3 przez GnRH,
odgrywa natomiast kluczowa role w integracji wptywu wywieranego przez biatka
SP-1 i EGR-1. Zmiany uk}adu przestrzennego promotora pomiedzy miejscami wig-
zacymi biatka SP-1 a miejscami wiazania kompleksow biatek SF-I/EGR-1 znaczaco
zmniejszajg wrazliwos¢ genu LH|3 na stymulacje GnRH.

Przy nieobecnosci czynnika SF-1 GnRH indukuje synteze biatka EGR-1, ktdre
wprawdzie wigze sie ze specyficznymi sekwencjami na promotorze genu, ale nie
moze ulegac interakcji z kofaktorem. Mimo braku takiej interakcji mozliwa jest
jednak aktywacja genu LH(3 przez GnRH, a zasadniczg role odgrywa wdwczas
biatko SP-1, ktére wigzac sie ze specyficznymi sekwencjami na promotorze iulegajac
interakcji z kofaktorem indukuje transkrypcje. Jesli jednak przy braku czynnika
SF-1 do promotora nie zwigze sie biatko SP-1 (np. w wyniku mutacji w sekwencji
wigzacej), to wprawdzie struktura przestrzenna promotora umozliwia wspotdziatanie
kofaktora z indukowanym przez GnRH biatkiem EGR-1, lecz zmiany w strukturze
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przestrzennej promotora bedg tak znaczace, ze doprowadza do wydatnego zmniej-
szenia wrazliwosci genu LH(3 na stymulacyjny wptyw GnRH. A zatem, przy nie-
obecnosci czynnika SF-1, kofaktor mogiby oddziatywac tylko z biatkiem SP-1 (to
wigzanie wydaje sie by¢ szczegdlnie preferowane) lub biatkiem EGR-1, lecz nigdy
z obydwoma z nich. Dopiero w obecnosci czynnika SF-1 wystepuje interakcja
kofaktora z trzema czynnikami transkrypcyjnymi i mozliwa jest petna odpowiedz
promotora genu LH(3 na stymulacje GnRH. Proby identyfikacji domniemanego ko-
faktora odpowiedzialnego za integracje trzech czynnikéw transkrypcyjnych wobrebie
promotora genu LH(3 jak dotad nie przyniosty rezultatéw, wiadomo jednak, iz nie
sg nimi ich koaktywatory, czyli biatka SRC-1 ani CBP/P300. Niewykluczone wiec,
iz czynnikiem tym moze by¢ inny, specyficzny gonadotropowo lub regulowany
przez GnRH kofaktor transkrypcyjny. Moze to by¢ takze nowy czynnik transkry-
pcyjny, bezposrednio wigzacy sie do niezidentyfikowanej jeszcze sekwencji DNA
w obrebie promotora genu LH(3. Nie mozna tez wykluczy¢, iz biatka SP-1, SF-1
i EGR-1, oddziatujg na sekwencje zalezng od GnRH bez posrednictwa kofaktora.
Obserwowano bowiem bezposrednie interakcje biatko - biatko pomiedzy SF-1
i EGR-1 [14]. Nie jest réwniez jasny ewentualny udziat czynnika transkrypcyjnego
Ptx-l1,0 ktérym wiadomo, iz dziatajac synergistycznie z biatkami SF-1 i EGR-1
podwyzsza ekspresje genu LH(3 [42].

Poszukiwania wewnatrzkomoérkowych przekaznikéw, zaangazowanych w zalezng
od GnRH indukcje ekspresji biatek transkrypcyjnych w przysadce, w sposéb naturalny
dotyczg szlaku kinazy biatkowej C i szlaku MAPK. Wiadomo, iz aktywacja genu
LH(3 wymaga synergistycznego dziatania czynnika SF-1 i EGR-1 [10,14,42]; wy-
kazano tez, ze ekspresje biatka EGR-1 w przysadce moze indukowaé zaréwno
aktywacja PKC, jak i szlaku MAPK [13,46], co sugeruje zaangazowanie tego biatka
w modulacje aktywnoSci transkrypcyjnej genu LH(3 spowodowanej aktywacjg PKC.
Uzywajac linii komoérek somatolaktotropowych transfekowanych konstruktem za-
wierajagcym region od -207 do +5 promotora szczurzego genu LH(3 Halvorson i
wsp. [15] zaobserwowaty, ze aktywacja systemu PKC przez PMA powoduje wzrost
ekspresji genu LH(3 poprzez stymulacje ekspresji biatka EGR-1, a jednym z me-
chanizméw rzadzacych regulacja ekspresji genu LH(3 jest nie tylko intensywne,
synergistyczne oddziatywanie PMA i biatka SF-1, lecz takze szybkos¢ indukcji
EGR-1 przez PMA.

Badaniom nad indukcja dziatajacych in trans biatek bezposrednio zaangazo-
wanych w zalezng od GnRH stymulacje transkrypcji genu podjednostki LH$ to-
warzyszyty poszukiwania zaleznych od GnRH i dziatajgcych w uktadzie in cis
elementéw regulatorowych w obrebie promotora genu LH(3. Doprowadzity one
do identyfikacji dwéch obszaréw, ktére tworzg tzw. region A (-490/-352 pz) i
region B (-207/-82 pz) w obrebie promotora [22]. SzczegOlne znaczenie wydaje
sie mie¢ region A, gdyz jego delecja (zaré6wno od konca 57, jak i wewnetrzna)
z konstruktéw; promotor genu LHf3 - gen reporterowy lucyferazy znaczaco zmniej-
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szata zdolno$¢ GnRH do stymulacji promotora genu LH[3. Mniej jasna jest natomiast
rola regionu B. Cho¢ delecja regionu B u 5’ delecyjnych mutantéw spowodowata
zmniejszenie wrazliwosci promotora na GnRH, to jednak delecje wewnetrzne tego
elementu nie wptynely na te odpowiedz. Niewykluczone wiec, iz regiony A i B
promotora genu LH(3 dziatajg wspolnie jako ztozony element wrazliwy na GnRH
(GnNRH-RE).

Analiza sekwencji DNA w obrebie regionu A i B wykazata szereg interesujacych
homologii z sekwencjami zidentyfikowanymi na innych genach. Stwierdzono, iz
sekwencja w pozycji od -419 do -412 wykazuje 100% homologii z konserwowanym
motywem w obrebie promotora prolaktyny, za$ naktadajacy sie na te sekwencje
obszar -421/-414 odznacza sie 75% homologig z regionem okre$lanym jako GnRH-
RE na promotorze genu dla szczurzej podjednostki a [36]. Natomiast fragment
-375/-361w regionie A wykazuje 75% homologie do sekwencji DNA wigzacych
GnRH na promotorze genu ludzkiej podjednostki a [23]. Réwniez w obrebie
regionu B promotora genu LH(3 wystepujg homologie z sekwencjami DNA znanymi
z wigzania kilku czynnikoéw transkrypcyjnych. W obszarze -157/-151 stwierdzono
bowiem 85% homologii w poréwnaniu z miejscem wigzacym czynnik AP-1, (ac-
tivating protein-1) [1], za$ sekwencja w obszarze -171/-164) odznacza sie 75%
homologig z sekwencjg specyficznie wigzacg cCAMP [5]. 100% homologie stwier-
dzono natomiast w obszarze -125/-11 regionu B, ktéry na promotorze genu pod-
jednostki a u cztowieka, bydta, myszy, szczura i konia jest wysoce (czy
konserwatywnga?) konserwowang sekwencjg wigzacg GSE (gonadotrope specific
element) [45]. Ostatnio, uzywajac linii komorkowej L(3T2 transfekowanej frag-
mentem -617/+44 szczurzego promotora genu LH[3, Week i wsp. [43] zidentyfi-
kowaty wrazliwy na GnRH obszar tego genu znajdujacy sie w pozycji od -495
do -342 promotora (region A), ktérego koniec 3’ zawiera dwa miejsca wigzace
biatko SP-1 (pozycja -416 sekwencja: GGGGGCTGGG oraz pozycja -403, se-
kwencja: GGGGCGGCGCCCA), za$ koniec 5’ jedno (pozycja -450: sekwencja:
ACCACACCCATTTTTGG). Natomiast w pozycji -443 (a wiec na obszarze cze-
$ciowo pokrywajacym sie z miejscem 5’ SP-1) znajduje sie tzw. region CArG
(CArG box) o sekwencji CCATTTTTGG odgrywajacy krytyczngrole we wrazliwosci
genu LH(3 na pulsacje GnRH. Elementy CArG (sekwencja CC(A/T)6GG) wystepuja
w wielu enhancerach promotoréw genéw, np. SRE (serum response element), c-fos,
sgtakze czescig ztozonych elementéw zaangazowanych w szybka transkrypcije genu.
Pojedyncze mutacje w obrebie obszaru CArG, jak tez w miejscach wigzania biatek
SP-1wobszarze 3’i5’ promotora genu LH|3 efektywnie eliminowaty jego wrazliwo$¢
na pulsacyjnie podawany GnRH. Mozna wiec sadzi¢, iz do zaleznej od GnRH
stymulacji promotora genu LH(3 o peinej diugosci potrzebne sa przynajmniej trzy
odrebne elementy: dwa miejsca wiazace biatko SP-1 oraz obszar CArG. Mutacje
w obrebie obszaru CArG promotora genu LH(3 wprawdzie nie uniemozliwiajg biatku
SP-1 wigzania sie do promotora genu, ale jednocze$nie znoszg jego zdolno$¢ do
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odpowiedzi na pulsacje GnRH. Chociaz pulsacja GnRH jest warunkiem stymulacji
genu LHP in vivo, to stymulacja komoérek L(3T2 jednorazowg wysoka dawka GnRH
réwniez moze indukowa¢ aktywno$¢ promotora genu LH(3. W takich warunkach
stymulacji, pojedyncze mutacje w obrebie miejsc 5’ SP-1 i3’ SP-1 hamujg stymulacje
przez GnRH, podczas gdy mutacje w obszarze CArG nie majg wptywu na stymulacje
tego genu przez GnRH. Tak wiec utrata precyzyjnego mechanizmu wspoétdziatania
pomiedzy réznymi elementami regulatorowymi na genie LH(3 po statycznym od-
dziatywaniu GnRH dodatkowo potwierdza, ze wigzace sie do obszaru CArG biatka
odgrywajg kluczowg role we wrazliwosci tego genu na pulsacje GnRH.
Uzywajac diugiego (-617 do +44) obszaru promotora genu LH(3, Week i wsp.
[43] wykazaty ponadto, iz do zaleznej od GnRH stymulacji genu LH[3 niezbedna
jest zintegrowana odpowiedz wielu czynnikow transkrypcyjnych, wigzacych sie
do kilku oddzielnych obszaréw promotora zardwno niezaleznych, jak i bedacych
czescig obszaru wigzacego czynniki SF-1 i EGR-1. Co wiecej, region promotora
genu LH[3 od -456 do -342 pz moze reagowa¢ na GnRH niezaleznie od obszaru
SF-I/EGR-1. Tak wiec, odpowiedZ promotora na GnRH moze by¢ czeSciowo mo-
dulowana przez biatko EGR-1, ktdre samo jest modulowane przez GnRH icze$ciowo
przez inne szlaki zalezne od GnRH, ktére mogg stymulowa¢ obszar Spl/CArG.
Relatywnie wysoki poziom biatka EGR-1 w komdrkach przysadki mogitby umo-
zliwia¢ obszarowi SP-1/CArG intensywniejszg reakcje na pulsacje GnRH.
Zalezny od GnRH obszar na promotorze genu podjednostki a jest wysoce
odmienny od tego, jaki wystepuje na genie LH(3. Uzywajac tej samej linii ko-
morkowej (LPT2) transfekowanej fragmentem o dtugos$ci -479 do +77 pz szczurzego
promotora genu podjednostki a, Week i wsp. [43] wykazaly, ze w obszarze pomiedzy
-411 a -287 wystepuja dwie, zlokalizowane na obu niciach DNA charakterystyczne
sekwencje GGAA tworzgce domeny wigzace biatka ETS. Biatka te naleza do rodziny
regulatoréw transkrypcyjnych i wigza sie do DNA w postaci monomeru [9]. Analiza
poréwnawcza sekwencji na promotorze szczurzym, mysim i ludzkim genu a, wy-
kazata, iz na genach mysiej i ludzkiej podjednostki a znajduje sie tylko jedno
miejsce wigzania biatka ETS. Biatka ETS sg fosforylowane bezposrednio lub w
odpowiedzi na aktywowanie kinaz MAP, moga wiec by¢ bezposrednimi mediatorami
zaangazowanymi w stymulacyjne statyczne dziatanie GnRH na ekspresje tego genu
[7]. Po zmutowaniu miejsc wigzacych biatka ETS obserwowano zahamowanie takiej
aktywnosci; wydaje sie wiec, iz miejsca te modulujg aktywno$¢ promotora genu
podjednostki a poprzez szlak MAPK. Fakt, iz na genie szczurzej podjednostki
a sg dwa miejsca wigzania biatek ETS niezbedne do stymulacji tego genu przez
GnRH, sugeruje ich funkcjonalne wspoétdziatanie na promotorze. Na promotorze
genu prolaktyny zidentyfikowano niedawno, odpowiedzialny za wrazliwo$é tego
promotora na insuling, kompleks biatka GABP (rowniez nalezgcego do rodziny
biatek ETS) [31], ktorego jedna podjednostka zachowuje sie jak biatko ETS wiazace
sie do DNA, podczas gdy druga podjednostka zawiera szereg powtdérzen anky-
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rinowych [3]. Wprawdzie na promotorze genu podjednostki a nie ma miejsc wia-
zacych biatko GABP, to jednak podobny typ biatka (lub biatek) tworzacy fun-
kcjonalne interakcje typu biatko-biatko moze by¢ zaangazowany w regulacje
wrazliwosci tego promotora na stymulacje GnRH.

Gwaltowny postep w dziedzinie biologii molekularnej dostarczyt precyzyjnych
narzedzi badawczych, dzieki ktérym mozliwe stato sie badanie skomplikowanej
regulacji aktywnosci transkrypcyjnej genow podjednostek gonadotropin w przysadce.
Szczegdlna uwaga, jakg poswieca sie badaniom zadziwiajgcego zjawiska zaleznej
od GnRH i wysoce specyficznej regulacji aktywnosci tych genéw, pozwala mie¢
nadzieje, iz poznany bedzie precyzyjny molekularny mechanizm rzadzacy ich zréz-
nicowang ekspresjg. Znaczenie badan regulacji ekspresji genéw podjednostek go-
nadotropin to przede wszystkim mozliwo$¢ genetycznych interwencji i stosowania
lekéw specyficznych wobec promotorow genéw odpowiedzialnych za przysadkowe
zaburzenia w funkcjonowaniu osi rozrodczej.
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Streszczenie: W artykule przedstawiono wyniki wiasnych badan dotyczace sekrecji immunoreaktywnej
(3-endorfiny in vitro przez komorki przedniej czesci przysadki oraz rézne typy komérek jajnika $wini:
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WSTEP

Endogenne peptydy opioidowe (EOP) wywodzg sie z trzech wielkoczastecz-
kowych prekursoréw: proopiomelanokortyny (POMC), proenkefaliny i prodynor-
finy. W wyniku proteolizy ograniczonej z POMC, wielofunkcyjnego prekursora,
powstaje m.in. (3-endorfina, z proenkefaliny powstaja met- i leu-enkefaliny, a z
prodynorfiny - dynorfiny A i B oraz a- i (3-neoendorfiny. Peptydy opioidowe
dziatajg poprzez receptory opioidowe, sposrod ktérych zazwyczaj wyrdznia sie trzy
podstawowe Kklasy: mi (p), delta (5) i kappa (k). (3-Endorfina, powstajgca z POMC,
wykazuje najwieksze powinowactwo do receptoréw typu p, enkefaliny do re-
ceptoréw 5, za$ pochodne prodynorfiny do receptoréw . Wskutek rozszerzonego
powinowactwa, poszczeg6lne typy receptoréw opioidowych, oprécz preferowanych
ligandéw, w mniejszym stopniu takze wigzg pozostate peptydy opioidowe [17].

Wczesniejsze badania wykazaly, ze EOP sg wytwarzane w oSrodkowym ukladzie
nerwowym oraz innych strukturach organizmu i biorg udziat w regulacji wielu
proceséw fizjologicznych. Dziatajac napoziomie podwzgdrza, EOP m.in. uczestnicza
w centralnej kontroli funkcjonowania osi neurohormonalnych, w tym takze osi
podwzgérzowo-przysadkowo-gonadowej. U loszek, podobnie jak u samic innych
gatunkow, stwierdzono hamujacy wplyw peptydoéw opioidowych na wydzielanie
hormonu luteinizujagcego (LH), ktory jest realizowany gtéwnie poprzez oddziaty-
wanie na wytwarzanie i/lub neurosekrecje hormonu uwalniajgcego gonadotropiny
(GnRH) [14, 16, 17]. W piSmiennictwie dostepne sg rowniez dane wykazujace
dziatanie regulacyjne peptyddéw opioidowych na innych poziomach osi podwzgo-
rze-przysadka-jajnik. Celem niniejszej prezentacji jest omowienie roli EOP w lokalnej
regulacji funkcji sekrecyjnych przysadki i jajnika u $wini na podstwie wynikéw
wiasnych badan oraz danych z piSmiennictwa.

SEKRECJA IMMUNOREAKTYWNEJ (3-ENDORFINY
PRZEZ KOMORKI PRZYSADKI
ORAZ UDZIAL OPIOIDOW W LOKALNEJ REGULACJI
WYDZIELANIA LH

Badania wielu autoréw przeprowadzone naréznych gatunkach zwierzat wykazaty,
ze w przedniej czesci przysadki moga by¢ wytwarzane peptydy opioidowe powstajace
ztrzech wczesniej wymienionych prekursoréw opioidowych [5,13,21]. W badaniach
wilasnych [2, 22] sprawdzano wpltyw GnRH, oksytocyny (OT), wazoaktywnego
peptydu jelitowego (VIP) oraz Srodkéw a- i P-adrenergicznych (fenylefryny i izo-
prenaliny) na wydzielanie (3-endorfiny, reprezentujacej system POMC, przez komarki
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izolowane z przysadek loszek owariektomizowanych (OVX) otrzymujacych placebo,
progesteron (P4; status hormonalny typowy dla fazy lutealnej cyklu) lub benzoesan
estradiolu (BE; indukowany wyrzut LH). Komdrki przysadkowe loszek OV X otrzy-
mujacych zaréwno placebo, jak i P4wydzielaty zwiekszone ilosci immunoreakty wnej
(3-endorfiny (ir-(3-endorfiny) pod wptywem OT i VIP (tab. 1). Agonista receptorow
(3-adrenergicznych zwiekszat sekrecje ir-(3-endorfiny przez komdérki przysadkowe
loszek OV X, natomiast agonista receptorow a-adrenergicznych pobudzat wydzie-
lanie ir-[3-endorfiny przez komérki pochodzace od loszek OVX otrzymujacych P4.
Komérki przysadkowe loszek OVX, 30-36 h po podaniu BE (faza ujemnego sprze-
zenia zwrotnego) wykazywaty zwiekszone wydzielanie ir-(3-endorfiny in vitrojedynie
w odpowiedzi na VIP, natomiast po 60-66 h od iniekcji BE (faza dodatniego
sprzezenia zwrotnego) - pod wplywem wszystkich badanych czynnikéw. Fakt ten
sugeruje wystepowanie zwiekszonej reaktywnosci komaérek przysadki na dziatanie
czynnikéw stymulujacych (potencjalnie) wydzielanie (3-endorfiny w szczytowej fazie
wyrzutu LH. PrzejSciowo zwiekszone w tym okresie, przysadkowe wydzielanie
(3-endorfiny moze by¢ jednym z elementéw mechanizmu hamujgcego wyrzut LH.
Hipoteza tajest zgodna z wynikami badan Ziecika i wsp. [24], w ktorych stwierdzono,
ze infuzje morfiny - agonisty receptoréw opioidowych typu |4, trwajace od 60
do 64 h po podaniu loszkom BE, zmniejszajg amplitude wyrzutu LH.
Mozliwos¢ lokalnego oddziatywania peptydéw opioidowych na wydzielanie LH
u Swin wykazano réwniez w badaniach Barba i wsp. [1]. Stwierdzono bowiem,
ze egzogenna (3-endorfina nie tylko ogranicza wydzielanie LH przez izolowane
komorki przysadki, ale takze zmniejsza jego wewnatrzkomérkowa koncentracje.
Nalokson, antagonista receptoréw opioidowych, powoduje zwiekszenie wydzielania

TABELA 1 Wplyw badanych czynnikdw na sekrecje ir-(3-endorfiny in vitro przez komorki
przedniego ptata przysadki loszek OV X otrzymujacych placebo lub hormony steroidowe [7, 8]

Badane czynniki Loszki doswiadczalne
OVX + placebo OVX+P4 OVX+BE

30-36 h 60-66 h
przed ubojem  przed ubojem

GnRH brak brak brak T

oT T T brak T

VIP T 1 T T

Srodki adrenergiczne

a-agonista (fenylefryna)  brak T brak T

3-agonista (izoprenalina) brak brak T

Objasnienia: T - wzrost sekrecji ir-(3-endorfiny pod wptywem badanych czynnikow;
brak - nie stwierdzono wptywu
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LH. W cytowanych badaniach zaréwno nalokson, jak i (3-endorfma wykazywaty
wiasciwosci modulujace reaktywnos¢ komoérek przysadki na dziatanie GnRH.

SEKRECJA IMMUNOREAKTYWNEJ (3-ENDORFINY
PRZEZ KOMORKI JAINIKA ORAZ WPLYW OPIOIDOW
NA STEROIDOGENEZE JAIJNIKOWA U SWIN

Peptydy opioidowe powstajgce z gtdwnych prekursoréw takze wykryto w ma-
teriale pochodzacym z jajnikdw rdéznych gatunkéw [3, 4, 9, 10, 15, 19, 20, 23].
Wyniki naszych badan wykazaty, ze zawarto$¢ ir-(3-endorfiny w ciatkach zétych
$wini wielokrotnie wzrasta w miare ich rozwoju, 0siggajac najwyzsze wartosci
miedzy 14 a 18 dniem cyklu rujowego [19]. W badaniach in vitro stwierdziliSmy,
ze komorki lutealne wydzielajg zwiekszone ilosci ir-(3-endorfiny pod wptywem
ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej (HCG) [20], przy czym duze komorki lutealne
wytwarzajg znacznie wiecej (ok. 15-krotnie) tego peptydu niz mate komorki (ryc.
1). Prolaktyna (PRL) i OT dziataty przeciwstawnie do HCG, tzn. hamujgco, na
wydzielanie ir-(3-endorfiny przez komdérki lutealne [19]. Natomiast jedna z cytokin
uczestniczacych w lokalnej regulacji funkcjijajnika-czynnik martwicy nowotworow
(TNFa) sama nie wykazywata wptywu na produkcje (3-endorfiny przez komorki
lutealne, jednakze catkowicie znositajej stymulacje przez HCG w duzych komoérkach
lutealnych [20]. Komorki ziarniste pecherzykow jajnikowych Swini rowniez wy-
twarzajg ir-(3-endorfine [10] w warunkach in vitro i proces ten jest silnie stymulowany
(ponad 8-krotnie) przez FSH (ryc. 2). Komorki ostonki wewnetrznej pecherzyka
jajnikowego swini wykazuja zblizone mozliwos$ci do komérek ziarnistych w zakresie
wytwarzania (3-endorfiny [9]. Sposrdd przebadanych czynnikéw (LH, PRL, hormony
steroidowe), jedynie LH (10-100 ng/ml) iPRL (1-100 ng/ml) wykazywaty tendencije,
odpowiednio, do podwyzszania (p=0,094) i obnizania (p=0,056) sekrecji ir-(3-en-
dorfiny in vitro przez komérki ostonki. Dziatanie LH byto catkowicie znoszone
przez hormony steroidowe, takie jak: P4, testosteron (T) i 17(3-estradiol (E2). Przy-
toczone dane sugeruja, ze wytwarzanie (3-endorfiny oraz prawdopodobnie innych
peptydow opioidowych przez komorki ciatka zottego i pecherzyka jajnikowego
moze podlega¢ znacznym wahaniom w zaleznosci od panujacego statusu hormo-
nalnego.

Wystepowanie specyficznych receptoréw opioidowych w komérkach jajnika [7,
12, 23] stwarza endogennym opioidom, szczegoOlnie lokalnie wytwarzanym, mo-
zliwo$¢ oddziatywania na steroidogeneze jajnikowa. W badaniach witasnych prze-
prowadzonych na loszkach stwierdzono wptyw agonisty opioidowego FK 33-824,
wykazujgcego powinowactwo do receptoréw opioidowych typu p i 8 (p>5), na
wydzielanie niektorych hormondéw steroidowych przez komérki lutealne [11, 18]
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RYCINA 1 Wydzielanie
immunoreaktywnej (3-endor-
finy przez mate (SLC) i duze
(LLC) komérki lutealne pod-

sLC LLC czas 12-godzinnej inkubacji.

KONTROLA FSH 1 FSH50 FSH100
ng/m

RYCINA 2. Wydzielanie immunoreaktywnej (3-endorfiny przez komorki ziarniste z duzych pecherzykow
pod wptywem roznych dawek FSH (ng/ml). Gwiazdkami oznaczono istotne r6znice w poréwnaniu.z
kontrolg (p<0,001)

oraz komorki ziarniste [10] i ostonki wewnetrznej [9] duzych pecherzykow jaj-
nikowych (tab. 2).

Zastosowany w naszych badaniach agonista opioidowy FK 33-824 miat wybidrczy
wplyw na podstawowg sekrecje hormondéw steroidowych przez poszczegolne ko-
morki jajnika W wiekszosci przypadkéw zwiekszat wydzielanie P4, T i andro-
stendionu (A4) przez komorki pecherzykowe (tab. 2), ale nie powodowat zmian
w sekrecji estrogendéw. Komorki lutealne reprezentujgce wczesng i Srodkowg faze
lutealng wykazywaty stosunkowo niewielkg reaktywnos$¢ na FK 33-824. Biorgc
pod uwage wystepowanie najwiekszej zawartosci ir-(3-endorfiny w ciatkach zéttych
z 14-18 dnia cyklu rujowego, mozna przypuszczaé, ze komorki lutealne sg bardziej
podatne na dziatanie opioidow w pdzniejszym okresie cyklu, np. podczas luteolizy.
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FK 33-824 modulowat takze proces steroidogenezy w badanych komérkach w
obecnosci odpowiednich czynnikéw tropowych, takich jak: LFI, HCG, FSH lub
PRL. Przykladowo, FK 33-824, dziatajgc samodzielnie powodowat zwiekszenie
wydzielania P4, A4 i T przez komorki ostonki wewnetrznej duzych pecherzykdw
jajnikowych $wini, lecz stosowany z LH i PRL zmniejszat stymulujacy wptyw
tych hormonoéw na sekrecje P4. Z kolei, w obecnosci PRL catkowicie tracit zdolnos¢
do pobudzania sekrecji T, mimo ze dodanie samej PRL do zawiesiny komorek
ostonki wewnetrznej nie spowodowato istotnych zmian w wydzielaniu tego steroidu

9l.
[ ]W badaniach przeprowadzonych na komdrkach pecherzyka jajnikowego [9, 10]
niekiedy obserwowano podobne, zamiast przeciwstawnych, efekty dziatania agonisty
(FK 33-824) i antagonisty opioidowego (naloksonu), ktére mogty by¢ spowodowane
réznicami w powinowactwie zastosowanych zwigzkéw do receptoréw opioidowych.
Fakt, ze nalokson, w poréwnaniu z FK 33-824, dodatkowo oddziatuje na receptory
opioidowe typu «, sugeruje mozliwos¢ petnienia przez te receptory i ich naturalne
ligandy (pochodne prodynorfiny) istotnej roli w lokalnej regulacji steroidogenezy
jajnikowej. We wczesniejszych badaniach wykazano obecno$é receptoréow typu x
w komorkach ziarnistych $wini [23].

W badaniach Gregoraszczuk i Stomczynskiej [6] (3-endorfina - naturalny ligand
receptordw opioidowych (gtéwnie p.), powodowat zmniejszenie podstawowego wy-
dzielania P4, ale nie E2, przez komorki ziarniste z matych i $rednich pecherzykéw
jajnikowych $wini. Nalokson wykazywat dziatanie przeciwstawne w poréwnaniu
z (3-endorfing, tzn. pobudzat wydzielanie P4z komorek ziarnistych matych i $rednich
pecherzykow jajnikowych. Podstawowa sekrecja, zarowno P4jak i E2, przez komorki
ziarniste z duzych pecherzykow jajnikowych nie ulegata zmianie pod wptywem
(3-endorfiny, podobnie jak w naszych doswiadczeniach po zastosowaniu FK 33-824
(tab. 2). W obecnosci LH, (3-endorfina ograniczata wydzielanie P4iE2przez komorki
ziarniste pochodzace z pecherzykéw jajnikowych wszystkich rozpatrywanych ka-
tegorii. Przyczyng obserwowanej interakcji peptydéw opioidowych z LH moze by¢
m.in. ich modulujace oddziatywanie na zawartos¢ receptoréow LH w komorkach
jajnika, bowiem w naszych wczesniejszych badaniach odnotowano wptyw FK 33-824
na ekspresje genu receptora LH w komorkach lutealnych reprezentujacych srodkowa
faze lutealng: w matych - pobudzajacy, a w duzych - hamujacy [8]. Na podstawie
wynikéw badan wiasnych oraz Gregoraszczuk i Stomczynskiej [6], ktére prze-
prowadzono w podobnych warunkach, mozna sadzi¢, ze zr6znicowane oddziatywania
(pobudzajace lub hamujace) zwigzkow opioidowych na steroidogeneze w komorkach
ziarnistych sa powigzane z procesami selekcji i dojrzewania pecherzykdéw jajni-
kowych.

W obecnie wykonywanych przez nas doswiadczeniach (dane niepublikowane),
zmierzajacych do wyjasnienia aktywnosci wewnatrzkomorkowych systeméw prze-
kazywania sygnatu w komorkach duzych pecherzykéw jajnikowych w odpowiedzi
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TABELA 2. Wptyw FK 33-824 na steroidogeneze jajnikowg u $win [14, 15, 21, 22]

Rodzaj komorek jajnika Zmiany w sekrecji hormondw steroidowych

Progesteron Androsten-  Testosteron Estron Estradiol
(F]) dion (A" (M) (E]) (EU
PECHERZYKI DUZE
K. ostonki wewnetrznej T T T brak brak
(interakcje) (LH, PRL) (PRL)
K. ziarniste brak T T brak brak
(interakcje) (FSH, PRL) (FSH, PRL)
CIALKA ZOLTE
Dzien cyklu: 2-4
Mate k. lutealne brak brak -
Duze k. lutealne brak brak -
Mieszanina k. lutealnych t brak
DzieA cyklu: 8-10
Mate k. lutealne brak brak
(interakcje) (HCG)
Duze k. lutealne brak brak - - -
Objasnienia:
T - wzrost sekrecji steroidu pod wptywem FK 33-824; brak - nie stwierdzono wptywu; nie badano

wptywu; w nawiasach podano hormony, z ktérymi FK 33-824 wchodzit w interakcje, wptywajac na
steroidogeneze w kreslobnych komérkach jajnika.

na dziatanie opioidéw, skrécono czas inkubacji badanych komoérek z 24 do 4
h. Po wprowadzeniu tej zmiany, w przeciwienistwie do wczesniej wystepujacej
stymulacji (tab. 2) obserwowano hamujacy wptyw wiekszosci stosowanych ago-
nistdbw receptoréw opioidowych (p, 8 i k) na sekrecje steroiddw przez komorki
ziarniste (A4, T, E2) i ostonki wewnetrznej (P4, A4 T, E2). Obserwacja ta wskazuje,
ze oprécz wyzej wymienionych czynnikow takze czas ekspozycji komoérek jajnika
na dziatanie opioidow moze znaczagco modyfikowaé ich reakcje wydzielnicza.

PODSUMOWANIE

Peptydy opioidowe pochodzace z trzech gtdwnych prekursoréw sg wytwarzane
w przedniej czesci przysadki i w jajniku. W pisSmiennictwie najwiecej prac dotyczy
regulacji wytwarzania (3-endorfiny, reprezentujgcej system POMC. Do czynnikow
wykazujacych wpltyw na sekrecje (3-endorfiny przez komorki przysadkowe $wini,
obok hormonu uwalniajgcego kortykotropine (CRH), mozna zaliczyé GnRH, OT,
VIP i srodki adrenergiczne (a i 3), za$ przez komdrki jajnika, w zaleznosci od
ich rodzaju FSH, HCG (LH), OT, PRL i TNFa. Hormony steroidowe takze wykazuja
wiasciwosci modulujace wydzielanie (3-endorfiny zaréwno z przysadki, jak ijajnika.
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Badania naizolowanych komdérkach wykazaty, ze opioidy moga hamowac sekrecje
LH przez komérki przysadki oraz modyfikowac proces steroidogenezy w réznych
komorkach jajnika. Wptyw opioidow na steroidogeneze jajnikowag moze by¢ po-
budzajacy lub hamujacy, w zaleznosci od rodzaju komérek i czasu ich ekspozycji
na dziatanie opioidu, wspétdziatania z innymi czynnikami regulujgcymi ten proces
oraz statusu hormonalnego zwierzecia.

Wytwarzanie EOP przez komdrki przysadkowe i jajnikowe oraz stwierdzone
mozliwosci ich oddziatywania na aktywnos$¢ wydzielniczg tych komoérek dowodzi
istotnego udziatu endogennych opioidéw w lokalnej - autokrynnej i parakrynnej
- regulacji czynnosci przysadki i jajnika u Swini.
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MECHANIZM DZIALANIA PROLAKTYNY
W UKLADZIE ROZRODCZYM SAMICY™*

MECHANISM OF PROLACTIN ACTION
IN FEMALE REPRODUCTIVE TRACT

Renata CIERESZKO

Katedra Fizjologii Zwierzat, Uniwersytet Warminisko-Mazurski w Olsztynie

Streszczenie: Prolaktyna reguluje wiele réznorodnych proceséw biologicznych zachodzacych wjajniku
i macicy. Poszczeg6lne warianty prolaktyny, wigzac sie do jednej z izoform swojego receptora, moga
stymulowac rézne wewnatrzkomorkowe szlaki transdukcji sygnatow. Prowadzi to do aktywacji zestawu
genéw specyficznego dla danej tkanki, gatunku i okresu rozrodczego. Poznanie zwigzku pomiedzy
okres$long funkcjg biologiczng prolaktyny a sposobem jej oddziatywania w komérce docelowej, pomimo
postepu zanotowanego w ostatniej dekadzie, jest aktualnym celem wielu badan.

(Postepy Biologii Komorki 2001; 28 supl. 18: 57-67)

Stowa kluczowe: prolaktyna, jajnik, macica, receptory, transdukcja sygnatu

Summary: Prolactin regulates many diverse biological processes in ovary and uterus. Particular variants
of prolactin can bind different forms of the prolactin receptor, activate various cellular signaling pathways
and regulate a diverse set of genes. The specific prolactin action depends on tissue, species and
reproductive period. Despite the recent effort of many research groups, most of the details concerning
the relationship between biological function of prolactin and the specific signal transduction pathway
remains to be explored.

{Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18: 57-67)

Key words: prolactin, ovary, uterus, receptors, signal transduction

W latach dwudziestych ubiegtego wieku prolaktyna (PRL) zostata zidentyfi-
kowanajako przysadkowy czynnik indukujacy sekrecje mleka u krolikéw. Aktualnie
przypisuje siejej ponad 300 réznych funkcji petnionych u kregowcow. Oddziatywania
PRL obejmujg tak réznorodne procesy, jak: gospodarka wodno-mineralna; wzrost

*Prace wykonano w ramach grantu Komitetu Badan Naukowych nr 5P06D 048 14.
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i rozwoj; endokrynologia i metabolizm oraz ukfad nerwowy, immunologiczny i
rozrodczy. Chociaz funkcje PRL zwigzane z procesem reprodukcji sg bardzo zroz-
nicowane, mozna je uporzadkowa¢ w nastepujace grupy:

1) odzywianie mtodych,

2) dziatanie najajnik i macice,

3) dziatanie najadra i dodatkowe gruczoty ptciowe [3].

Celem niniejszego opracowaniajest charakterystyka oddziatywania PRL najajnik
i macice.

Prolaktyna jest hormonem produkowanym przez komdrki laktotropowe prze-
dniego ptata przysadki. W ostatniej dekadzie ukazato sie jednak wiele doniesien
wskazujgcych na istnienie PRL pozaprzysadkowej. Ekspresje genu PRL stwierdzono
m.in. w myometrium i btonie doczesnowej. Immunologiczne dowody na obecno$¢
PRL znaleziono w ciatku zoéttym i endometrium, zidentyfikowano jg w ptynie pe-
cherzykowym i owodniowym. Istnienie pozaprzysadkowej PRL podkreslajg wyniki
doswiadczen przeprowadzonych na hipofizektomizowanych szczurach, w ktérych
krwi obwodowej znaleziono 20% biologicznie aktywnej PRL [2]. Receptory PRL
(PRLR) wykryto w wielu narzadach, w tym w pecherzyku jajnikowym, ciatku
zottym i macicy. Jednoczesne wystepowanie PRL i jej receptoréw w strukturach
uktadu rozrodczego sugeruje mozliwos¢ para- lub autokrynnego oddziatywania tego
hormonu na komorki docelowe [2, 3].

U wigkszosci zwierzat, czasteczka PRL skiada sie ze 197-199 aminokwasow
(ok. 23 kDa) ijest kodowana przez pojedynczy gen. Znalezione u ssakéw warianty
PRL powstajg w wyniku alternatywnego skiadania mRNA lub sg rezultatem po-
translacyjnych modyfikacji: glikozylacji, fosforylacji, deamidacji, dimeryzacji, siar-
czanowania i rozszczepienia czasteczki PRL przez enzymy proteolityczne. Do tych
ostatnich nalezy wariant PRL 1-173 wystepujacy tylko u samic. Innym wariantem
majacym znaczenie dla regulacji proceséw rozrodu jest fosforylowana forma PRL,
ktorej sekrecja u bydta zalezy od okresu rozrodczego [27].

Udokumentowane dziatania PRL na uktad rozrodczy obejmujg jej wpltyw na
receptory, enzymy, inhibitory enzyméw oraz inne biatka. Do gendw, ktorych eks-
presja w komérkach uktadu rozrodczego samicy jest regulowana przez prolaktyne,
zalicza sie obecnie geny kodujace receptor hormonu luteinizujgcego (LH), 20a-
hydroksysterydowg dehydrogenaze (20aHSD), alfa-2-makroglobuline, (c*M) i aro-
mataze [26]. W macicy PRL zwieksza aktywnos¢ sekrecyjng komaérek endometrium
i zmniejsza aktywnos$¢ skurczowa myometrium. U szczura stwierdzono, ze sprzyja
implantacji blastocysty. Na poziomie komdérkowym PRL zwieksza ilos¢ receptorow
progesteronowych iestrogenowych, poteguje efekty wywotywane przez progesteron
(P4) i ogranicza metabolizm tego hormonu w macicy. Stymulujacy wplyw PRL
na dojrzewanie oocytu i rozwdj embriondéw byt stwierdzony u krélikow [3]. W
jajniku, poza oddziatywaniem na oocyt, PRL wptywa na funkcjonowanie komérek
pecherzyka jajnikowego i ciatka zékego.
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W regulacji funkcji ciatka z6tego szczurow PRL petni podwdjng role, bedac
czynnikiem zaréwno luteotropowym, jak i luteolitycznym. Wyrzuty PRL przed
owulacja i w czasie kopulacji wspierajg rozw6j nowo tworzonych ciatek zo6ttych
cyklicznych i ich przeksztatcenie w ciatka cigzowe. Te wysokie poziomy PRL
przyczyniaja sie jednoczesnie do strukturalnej regresji ciatka zéttego z poprzedniego
cyklu [14, 18]. Luteotropowe dziatanie PRL jest wynikiem:

1) hamowania 20aHSD, ktora kontroluje redukcje Pg do jego nieaktywnych pochod-
nych;

2) indukcji receptorow LH;

3) zwiekszenia wykorzystania prekursora hormonow steroidowych - cholesterolu

zawartego w lipoproteinach osoczowych [12, 21, 28].

Luteolityczne dziatanie PRL u szczuréw zwiazane jest z indukcjg apoptozy w
komorkach lutealnych oraz akumulacjg makrofagéw w ciatku z6ttym. Wsréd me-
diatorow stymulowanej prolaktyng regresji ciatka zéttego wymienia sie prostaglan-
dyny, wolne rodniki tlenowe i cytokiny [14].

Wyniki badan in vitro [5, 15] i in vivo [4, 6] wskazujg na luteotropowy wptyw
PRL u $win. To stymulujace dziatanie PRL obserwowane jest u tego gatunku tylko
w czasie formowania sie ciatka zdtego (luteinizacja) i w drugiej potowie cigzy.
U $win stymulacja produkcji P4 przez PRL jest prawdopodobnie wynikiem zwie-
kszenia przez komérki lutealne wykorzystania cholesterolu pochodzacego z oso-
czowych lipoprotein [21]. Intrygujaca jest takze obserwowana u loch w czasie
luteolizy, ciggle niewyjasniona zaleznos¢ pomiedzy PRL a prostaglandyng F2a [11]

Powstawanie i liza ciatka zdtego to procesy, w ktérych zachodzi restruktury-
zacja tkanek. W obu przypadkach wazne jest zachowanie stanu proteolitycznej
homeostazy tkankowej. Rdwnowaga pomiedzy aktywnoscig proteaz (plazmina, ko-
lagenazy) i ich inhibitoréw decyduje o zasiegu i stopniu przebudowy tkanek. Okazuje
sie, ze jajniki szczura i Swini maja inhibitory proteaz, w tym a2M. Podkresli¢
nalezy, ze gtdwnym czynnikiem zwiekszajagcym ilos¢ a2M u szczuréw jest PRL
[24, 26].

W komérkach ziarnistych iostonki wewnetrznej u wiekszosci zwierzat obserwuje
sie hamujacy wplyw PRL na aromataze jajnikowa i produkcje estrogendw. Niskie
poziomy estrogenow w plynie pecherzykowym i osoczu mogg sie wigza¢ z atrezjg
pecherzyka jajnikowego w czasie cyklu, zahamowaniem jego dojrzewania w okresie
laktacji czy tez nieptodnoscig [12, 20, 28].

Przeciwnie do wplywu wywieranego na estrogeny, PRL stymuluje produkcje
P4 przez komérki ziarniste i ostonki. U swini PRL zwigksza synteze P4w komdrkach
ziarnistych pochodzgcych z duzych , a hamuje w komaérkach pochodzacych z matych
pecherzykdw jajnikowych [8, 22, 28]. Ostatnio ukazato sie doniesienie, w ktérym
niskie koncentracje PRL w medium hodowlanym (10 ng) stymulowaty, a wyzsze
stezenia PRL (> 25 ng) obnizaty wigzanie hormonu dojrzewania pecherzykdw (FSH)
i produkcje P4 przez Swinskie komarki ziarniste [25]. Ciggle aktualna wydaje sie
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koncepcja McNeilly i wsp. [20], wg ktérej PRL w niskich stezeniach wspomaga
funkcje rozrodcze, a w wysokich wykazuje dziatanie hamujace.

Powstaje pytanie, jakie mechanizmy umozliwiajg prolaktynie realizacje tak roz-
norodnych i czesto przeciwstawnych zadan. Pierwsze informacje, dotyczace me-
chanizmu dziatania PRL, pochodzg z poczatku latdziewieédziesigtych, kiedy odkryto,
ze PRLR nalezg do rodziny receptorow cytokinowych. Od tego czasu wyrézniono
trzy formy PRLR: dtuga, Srednig i krotkg (ryc. 1). Wszystkie izoformy receptora
PRL powstajg w wyniku alternatywnego skfadania pierwotnego transkryptu i wy-
réznia sie w nich cze$¢ pozakomérkowa, przezbtonows i cytoplazmatyczng. Réznig
sie one iloscig i skladem aminokwasowym czesci cytoplazmatycznej receptora. Forme
dtuga receptora (PRLRI) znaleziono u wszystkich badanych dotad gatunkéw (ryc.
1). Krétkie formy receptora PRL (PRLRS) stwierdzono u szczura i myszy. Wy-
stepowanie formy posredniej ograniczone jest tylko do komoérek NB2 (linia ko-
mdrkowa chioniaka bogata w receptory PRL). Cze$¢ pozakomdrkowa PRLR bierze

RYCINA 1 Schematyczne przedstawienie znanych izoform receptora prolaktyny (PRLR). Domena
pozakomédrkowa, decydujgca o wigzaniu czasteczki PRL (210 aminokwas6w), zawiera 2 pary cystein
potaczonych mostkami dwusiarczkowymi (C-C) oraz motyw WS (Trp-Ser-aminokwas-Trp-Ser). Dome-
na cytoplazmatyczna PRLR zawiera konserwatywny region box 1 (wigzanie kinazy JAK 2). Formy
krotkie receptora nie majg regionu box 2. Miejsca fosforylacji reszt tyrozynowych - czarne kropki -
zaznaczono na schemacie izoform PRLR szczura. Poprzez fosforylowane reszty tyrozynowe (P-Tyr),
biatka majace domene SH2 (np. biatka STAT) moga sie wigza¢ z receptorem. Fosforylacja okre$lonej
tyrozyny moze decydowac o funkcji receptora i specyficznosci odpowiedzi na PRL: 1/P-Tyr 580 wydaje
sie by¢ krytyczna dla aktywacji genéw biatek mleka, 2/P-Tyr 309 i 382 sa wymagane do aktywacji genow
zwigzanych ze wzrostem. Krétkie formy receptora PRL prawdopodobnie w ogéle nie ulegaja fosforylaciji
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udziat w wigzaniu czasteczki PRL. W czeSci cytoplazmatycznej PRLR wystepujg
trzy charakterystyczne elementy: box 1, box 2 oraz reszty tyrozynowe. Box 1 jest
regionem bogatym w proline, ktory zapewnia temu fragmentowi receptora chara-
kterystyczne sfatdowanie rozpoznawane przez czasteczki zaangazowane w transdukcj
sygnatu prolaktynowego (np. kinaza JAK 2). Istotne dla wywotania odpowiedzi
biologicznej sg réwniez reszty tyrozynowe. Krétkie izoformy nie majg regionu
box 2 [1, 3].

Wiekszos$¢ badan nad wewngtrzkomdrkowym mechanizmem dziatania PRL prze-
prowadzono na komérkach gruczotu mlekowego oraz uktadu nerwowego, biato-
krwinkowego i naczyniowego. Z badan tych wynika, ze czasteczka PRL faczy
sie z dwiema czasteczkami PRLR, powodujac ich dimeryzacje (ryc. 2). Powstanie
homodimeru PRLR jest bezposrednig przyczyng aktywacji pary cytoplazmatycznych
kinaz tyrozynowych JAK 2, z ktérych kazda zwigzana jest, poprzez box 1, z re-
ceptorem. Nastepnie kinazy JAK 2 fosforylujg: 1) siebie nawzajem, 2) receptor,
3) czynniki transkrypcyjne STAT. Biatka STAT ulegaja fosforylacji po wczes-
niejszym przytaczeniu sie, poprzez domeny SH2, do ufosforylowanych reszt ty-
rozynowych (P-Tyr) cytoplazmatycznej czeSci PRLR. Wydaje sie, ze przylgczenie
sie biatka STAT do okreslonej P-Tyr receptora moze by¢ odpowiedzialne za spe-
cyficzno$¢ odpowiedzi na PRL (ryc. 1). Ufosforylowane biatka STAT odtaczaja
sie od receptora i dimeryzuja. Powstate homo- lub heterodimery STAT wchodza
dojadra, gdzie taczg sie z promotorem genu docelowego, indukujac jego transkrypcje
[3, 9, 23].

W transdukcji sygnatu prolaktynowego (ryc. 3) uczestnicza ponadto: szlak
Ras/Raf/kinazy MAP (ang. mitogen activated protein kinase), fosfatydyloinozytolo-
zalezna fosfolipaza C (PIPLC), jony wapnia i kinaza biatkowa C (PKC), a takze
fosfolipaza C zalezna od fosfatydylocholiny (PC-PLC), fosfolipaza D (PLD), fo-
sfolipaza A2 (PL A2), fosfoinozytolo-3-kinaza (PI3kinaza) oraz niereceptorowe Ki-
nazy tyrozynowe (PTK): SRC, ABL, FYN, LCK [3, 9].

Transdukcja sygnatu indukowanego przez PRL w komérkach uktadu rozrodczego
jest najlepiej poznana u gryzoni. W jajniku myszy stwierdzono obecno$é trzech
krotkich (PRLRSL3) i jednej dtugiej (PRLRI) izoformy receptora PRL. Komorki
jajnikowe szczura zawierajg dtugg i krotkg izoforme PRLR. Choc¢ stezenie i lo-
kalizacja izoform receptora PRL w jajniku zmienia sie zaleznie od okresu roz-
rodczego, to dominujacg forma pozostaje zawsze PRLRI . Wiadomo jest, ze dtuga
forma PRLR aktywuje transkrypcje gendw biatek mleka poprzez stymulacje kinazy
JAK 2 i biatka STAT 5. W jajniku szczura zidentyfikowano zarowno JAK 2,
jak i biatka STAT 5b, 5a i 3. W luteinizowanych komdrkach ziarnistych i lutealnych
szczura, PRL indukowata wigzanie biatek STAT (5b, 5a, 3) do promotora genu
a2M. Informacje te sg zgodne z hipoteza, ze luteotropowy sygnat prolaktynowy
u szczura jest przenoszony poprzez PRLRI i szlak JAK/ STAT [23, 26, 30].
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Badania z zastosowaniem inhibitorow PTK wskazuja, ze kinazy te posrednicza
réwniez w dziataniu PRL na
1) aktywno$é aromatazy w komérkach jajnika ptakéw domowych [19] oraz
2) produkcje Pg przez komorki lutealne i ostonki $wini [7, 16].

Z wstepnych badan przeprowadzonych w naszym laboratorium wynika, ze PRL
stymuluje fosforylacje tyrozyny w komdrkach ostonki wewnetrznej i komérkach
wczesnolutealnych Swini [8]. Wydaje sie wiec, ze niereceptorowe PTK (np. JAK,
SRC) i czynniki przez nie aktywowane biorg udziat w transdukcji sygnatu pro-
laktynowego w komorkach jajnika.

Fakt, ze hamowanie aktywnos$ci JAK 2 w ciatku zéttym szczura nie wplywato
na regulacje genu 20aHSD przez PRL [10], wskazuje, ze PTK nie stanowig jedynej
drogi oddziatywania PRL na jajnik. Potwierdzeniem tej tezy jest aktywacja PKC
wywotywana przez PRL w komérkach lutealnych i ostonki wewnetrznej Swini [5,
7, 22]. O roli PKC w procesie przekazywania sygnatu prolaktynowego do wnetrza
komorki $wiadczy rowniez to, ze luteotropowe dziatanie PRL u $wini:

1) nie byto obserwowane w komdrkach wczesnolutealnych pozbawionych aktywnej

PKC,

2) byto znoszone w obecnosci inhibitorow PKC [5, 7].

Podobne wyniki uzyskano w doswiadczeniach przeprowadzonych na komorkach
ostonki [22]. Droga aktywacji PKC w komérkach jajnika stymulowanych prolaktyng
nie jest wyjasniona. Wiadomo tylko, ze PRL nie wpitywa na aktywno$é PI-PLC
i nie zwieksza wewnatrzkomorkowej koncentracji jondw wapnia w komoérkach lu-
tealnych [5]. Sugeruje to udziat PC-PLC, PLD, PLAZ2 lub PTK w aktywacji PKC
w omawianych komdrkach. Przeciwnie, w komorkach ziarnistych [29] oraz ko-
morkach jajnika chomika transfekowanych PRL-R1 cDNA [31], PRL zwiekszata
koncentracje jonéw wapnia. Sposob aktywacji PKC w komdrkach poddanych dzia-
taniu PRL zalezy prawdopodobnie od gatunku, rodzaju komérek i okresu aktywnosci
rozrodczej zwierzecia.

Znaleziona w jajniku szczura i myszy krotka forma PRL, przeciwnie do PRLRI,
nie wptywa na ekspresje genow biatek mleka i nie aktywuje biatek STAT. Fakt,
ze w komorkach atretycznego pecherzyka myszy znaleziono tylko jedng (PRLRS2)
z czterech form PRLR wystepujacych w jajniku tego gatunku, $wiadczy o po-
tencjalnym znaczeniu regulacyjnym tej izoformy. Poniewaz w wyniku heterodi-
meryzacji receptorow PRL (tworzenie kompleksow PRLRI/PRLRs) sygnat
prolaktynowy nie jest przenoszony do wnetrza komorki, uwaza sie, ze PRLRS
moze regulowac wrazliwosc¢ tkanki docelowej na PRL. Ostatnie doniesienia wskazuja,
ze stosunek PRLRI do PRLRS moze byé kluczowy dla wystgpienia luteolizy u
szczura. Innym interesujagcym aspektem dziatania PRLRS jest biatko PRAP (ang.
PRL receptor associated protein), ktére zidentyfikowano w ciatku zéttym Kkilku
gatunkow zwierzat. Biatko to u szczura wigze si¢ do krotkiej formy PRLR. Wydaje
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sie, ze kompleks PRLRYPRAP moze by¢ mediatorem dziatania PRL w komarkach
ciatka z6tego szczura [10, 23, 30].

Nieliczne prace dotyczace wewnatrzkomdrkowego mechanizmu dziatania PRL
w komorkach macicy wskazujg na udziat PKC [17] i PI3kinazy [13] w transmisji
sygnatu prolaktynowego w komoérkach ludzkiego endometrium.

Podsumowujac, prolaktyna reguluje wiele réznorodnych procesow biologicznych,
zachodzacych wjajniku i macicy. Wigzac sie do jednej z izoform swojego receptora,
poszczeg6lne warianty PRL moga stymulowaé rézne wewnatrzkomérkowe szlaki
transdukcji sygnatu, doprowadzajgc do aktywacji zestawu gendéw specyficznego
dla danej tkanki, gatunku i okresu rozrodczego. Poznanie zwigzku pomiedzy okre-
$long funkcjg biologiczng PRL a sposobem jej oddziatywania w komorce docelowej,

pomimo postepu zanotowanego w ostatniej dekadzie, jest aktualnym celem wielu
badan.
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INVOLVEMENT OF NORADRENERGIC SYSTEM
IN THE CORPUS LUTEUM FUNCTION

Jan KOTWICA, Marek BOGACKI, Robert REKAWIECKI

Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk,
Olsztyn-Kortowo

Streszczenie: Praca zawiera podsumowanie oryginalnych badan nad rolg katecholamin w czynnosci
wydzielniczej ciatka z6ttego (CL). Krotkotrwate pobudzenie (3-receptoréow w CL wzmaga sekrecje
progesteronu oraz jajnikowej oksytocyny (OT) w ciagu Kilku minut, natomiast zablokowanie (Precep-
toréw obniza podstawowa sekrecje CL 0 20-40%. W procesie tym uczestnicza (3i-i (L-receptory, ktorych
ilos¢ w btonach komorek lutealnych jest dodatnio skorelowana z obwodowym stezeniem Pg i ujemnie
ze stezeniem noradrenaliny (NA) i dopaminy (DA) w tkance lutealnej. CL jest zdolne syntetyzowaé NA
z DA jako prekursora, co wskazuje na obecno$¢ (3-hydroksylazy dopaminy w tkance lutealnej. NA
wzmaga takze proces post-translacyjnej syntezy OT oraz synteze P4 wptywajac na aktywnos¢ cytochro-
mu P450scc i 3(3-HSD. Kroétkotrwate zmiany lokalnego krazenia w CL pod wptywem NA nie upo$ledzajg
jego funkcji. Dane te wskazuja, iz CL ma znaczny obszar autoregulacji wtasnej czynnosci, co moze mie¢
istotne znaczenie w stanach krotkotrwatego stresu, szczeg6lnie u samic ciezarnych.

(Postepy Biologii Komérki 2001; 28 supl. 18: 69-76)

Stowa kluczowe: noradrenalina, (3-receptory, ciatko z6ke, progesteron, oksytocyna

Summary: Data from our original studies on the involvement of catecholamines in secretory function of
corpus luteum (CL) are summarised. Short-lasted stimulation of (Preceptors in CL increases progeste-
rone (P4) and ovarian oxytocin (OT) secretion within a few minutes, whereas blockade of (3-receptors
decreases basal secretion of P4 by 20-40%. Both Pi- and p2-receptors take part in this process. Amount
of these receptors are positively correlated with peripheral concentrations of P4 and negatively with
concentrations of NA and dopamine (DA) in luteal tissue. CL is able to synthesise NA from DA as a
precursor, and this suggests the presence of dopamine-P-hydroxylase in this tissue. NA stimulates the

*Praca finansowana przez Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk,
Olsztyn oraz grant KBN (5P06K 048 17).
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post-translational processing of OT and synthesis of P4 by increase activity of cytochrome P450scc and
33-HSD. Short-lasted changes in the ovarian blood flow evoked by NA does not impair CL function.
These data indicate that CL itselfis able to regulate own function, which is essential in short-lasting stress
in pregnant females.

{Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl.18: 69-76)

Key words: noradrenaline, 3-receptors, corpus luteum, progesterone, oxytocin

Jednym z warunkéw pomysinej implantacji zarodka oraz przebiegu cigzy jest
zmniejszenie aktywnos$ci motorycznej macicy oraz zapewnienie w niej odpowiednich
warunkéw Srodowiskowych. Stan ten poprzez wielokierunkowe oddziatywanie za-
pewnia progesteron (P4), hormon steroidowy wytwarzany w ciatku zéttym (CL).
Z kolei istnienie CL zalezy od stanu nieréwnowagi miedzy wptywem czynnikow
luteotropowych wspierajgcych czynno$c¢ CL, a wytwarzang w macicy prostaglandyna
F2a (PGF), ktéra powoduje funkcjonalng i morfologiczng regresje CL. Ukiad P-
adrenergiczny poprzez wpltyw na jajnik oraz na macice odgrywa wazng role w
tych procesach.

Stezenie noradrenaliny (NA) w pg/g tkanki jajnika, odzwierciedlajace gestosé
unerwienia tkanki jajnikowej [2, 24], wykazuje znaczng zmienno$¢ w jajniku u
réznych gatunkéw ssakéw. Jajniki kréw majg ponad 10 razy wiecej adrenergicznych
widkien nerwowych w poréwnaniu z myszami, krélikami i chomikami, co sugeruje
wazno$¢ tego unerwienia u bydta. Zawarto$¢ NA w jajniku wzrasta 10-krotnie
u szczuréw [4] i u Swinek morskich [6] w miare osiggania dojrzatosci piciowej.

W poszczeg6lnych fazach cyklu rujowego rézna jest zawarto$¢ katecholamin
w CL u krowy [19], kt6ra byta modelem w naszych badaniach. Skorelowana ilo$¢
NA i jej prekursora dopaminy (DA) jest najwyzsza w pierwszych dniach cyklu,
po czym zmniejsza sie w $Srodkowej fazie cyklu, a nastepnie ponownie wzrasta
przy koncu cyklu. Zatem ilo$¢ katecholamin w CL na jednostke jego masy jest
dodatnio skorelowana z ilo$cig 3-receptordw/mg biatka CL w okresie jego wzrostu
oraz odwrotnie skorelowana z obwodowym stezeniem P4 [21]. Wyniki te sugeruja,
iz stymulacja P-adrenergiczna, jakkolwiek wazna w czasie calej fazy lutealnej, jest
szczegdlnie istotna w nowo tworzacym sie CL. Tym bardziej, ze LH jako hormon
luteotropowy u bydta odgrywa istotng role w juz rozwinietym CL [3, 20].

WykazaliSmy ponadto [21], ze dtugotrwaty stres przedubojowy sprawia, iz btony
komérek lutealnych nie wykazujg powinowactwa do P-mimetyku. ROéwnoczesnie,
zawarto$¢ NA we krwi uSmierconych zwierzat byta ponad 30 razy, a zawartos¢
adrenaliny ponad 100-krotnie wyzsza niz u zwierzat trzymanych na swoich sta-
nowiskach w oborze, tj. w warunkach, ktére uznaliSmy za bezstresowe. Na tej
podstawie uwazamy, ze dtugotrwaty stres uwalniajgc katecholaminy powoduje znie-
sienie stymulujgcego wptywu uktadu P-adrenergicznego na CL oraz na macice,
co przywraca jej aktywno$¢ motoryczng. W konsekwencji moze to doprowadzaé
do zaktécen w implantacji zarodka lub do ronien.



UDZIAL UKEADU NORADRENERGICZNEGO W REGULACJI CZYNNOSCI 71
CIALKA ZOLTEGO

WPLYW UNERWIENIA NA FUNKCJE CIALKA ZOLTEGO

Biosynteza P4 regulowana jest poprzez dostepnos¢ i wykorzystanie cholesterolu
oraz obecnos$¢ aktywnych enzymow uczestniczacych w steroidogenezie. Pierwszym
etapem syntezy P4jest przemiana pod wptywem cytochromu P-450scc cholesterolu
do pregnenolonu, ktéry nastepnie pod wpltywem 3[3-dehydrogenazy hydroksyste-
roidowej (3(3-HSD) ulega przeksztatceniu do P4. Brak statej stymulacji (3-adre-
nergicznej [9] lub odnerwienie jajnika [4, 6] powoduje obnizenie podstawowej
syntezy i sekrecji P4, zwiekszenie ilosci (3-receptorow w jajniku (na zasadzie uje-
mnego sprzezenia z obnizong iloScig NA) i zaktdcenia w cyklicznosci. Natomiast
dodatkowa stymulacja sympatykomimetyczna zwieksza synteze, jak i sekrecje P4
oraz oksytocyny (OT) jajnikowej [5, 8, 10, 11]. Zalezna od tej stymulacji jest
réwniez aktywnos$¢ 3(3-HSD, cytochromu P-450scc [18] oraz monooksygenazy pep-
tydylo-glicylo-a-aminowej (PGA) [5] odpowiedzialnej za post-translacyjne etapy
syntezy OT. Ponadto katecholaminy aktywujac a-adrenoreceptory naczyniowe zwie-
kszajg przeptyw krwi przez CL [23, 26], co wptywa na dostarczanie do jajnika
lipoprotein jako zrodta cholesterolu do syntezy P4 [25]. WykazaliSmy, ze wraz
z wiekiem kréw wrazliwos¢ ich CL na stymulacje noradrenergiczng znacznie zmniej-
sza sie¢ [15], co takze moze by¢ przyczyng zaklécen w czynno$ci tego gruczotu,
a w konsekwencji zaburzen ptodnosci.

Przedstawione wyniki dowodza, ze NA wraz z prostaglandynami (PGE2, PGI2)
wytworzonymi w CL, komérkowymi czynnikami wzrostu (IGF-1, EGF, PDGF)
oraz OT [22] stanowig wazny element lokalnych mechanizméw wspierajagcych czyn-
nos¢ CL w pierwszych dniach jego rozwoju, podczas cyklu rujowego, jak rowniez
w czasie cigzy. WykazaliSmy ponadto (niepublikowane dane), ze PGF2a obniza
zaréwno podstawowa, jak i stymulowang przez NA aktywno$¢ 3(3-HSD oraz synteze
progesteronu w CL kréw. Mozna wiec sadzi¢, ze przezwyciezenie przez PGF2a
luteotropowej funkcji katecholamin moze by¢ jednym z elementéw skfadowych
luteolizy.

ROLA RECEPTOROW ADRENERGICZNYCH

Stymulujacy wptyw katecholamin na funkcje sekrecyjng jajnika odbywa sie po-
przez (3-receptory obecne w btonach komorek lutealnych [21]. Dalsze badania wy-
kazaty, ze NA wplywa na CL zaréwno poprzez (3j-, jak i (R-adrenoreceptory [18]
oraz poprzez (R-receptory wzmaga relaksacje macicy [17]. W koncowych stadiach
cigzy synteza (R-receptora w macicy gwattownie maleje, co posrednio zwiegksza
jej wrazliwos¢ naczynniki wzmagajace kurczliwosé i utatwiajace poréd (OT, PGF2a).
Jednakze tuz po porodzie synteza bialek ("-receptora ponownie wzrasta, gdyz.
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sadzi sie, iz kazdorazowe uwalnianie OT, zwigzane ze ssaniem lub dojem, moze
stymulowac kurczliwo$¢ macicy bez zasadnej koniecznosci. Fakt zwiekszonej ilosci
(-receptora w macicy w okresie poporodowym wykorzystywany jest w terapii
przyspieszajacej inwolucje macicy, skrécenie okresu poporodowego, utatwienie odej-
Sciatozyska itp. poprzez stosowanie lekow zawierajgcych w swoim sktadzie (3-bloker.

W doswiadczeniach in vivo u bydta, NA stymulowata niemal rownoczesnie se-
krecje jajnikowej OT i P4 [11, 12, 23]. Jednakze dalsze badania wykazaty, ze
rézna jest regulacja uwalniania obu tych hormondéw na poziomie podklas (3-re-
ceptoréw. Wyniki badan in vitro [18] z zastosowaniem agonistéw i antagonistow
(3j- i (R-receptora dowiodty, iz stymulacja zaréwno (3p i (R-receptora wzmaga
synteze i uwalnianie P4, podczas gdy OT jest uwalniana w nastepstwie pobudzenia
btonowych (R-receptoréw w CL. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze oddziatywanie NA
na CL odbywa sie takze poprzez naczyniowe a-receptory [23]. Obecnos$¢ obu klas
adrenoreceptorow w CL pozwala przypuszczaé, ze aktywacja uktadu noradrenergi-
cznego zwieksza jajnikowy przeptyw Kkrwi, zaopatrujac ten narzad w niezbedne
substraty, gtéwnie lipoproteiny jako zrodto cholesterolu do steroidogenezy [25],
oraz stymuluje (3-receptory komoérek lutealnych, a nastepnie enzymy uczestniczace
w syntezie P4.

WPLYW KATECHOLAMIN NA STEROIDOGENEZE

Infuzja NA (0,3 p,g/kg/min) przez 30 min, nasladujgca stan mobilizacji lub umiar-
kowany krotkotrwaty stres, juz po uptywie Kilku minut zwieksza niemal 2-krotnie
sekrecje P4iwielokrotnie sekrecje OT jajnikowej podczas catego okresu fazy lutealnej
[7,11]. Zniesienie tej stymulacji poprzez zablokowanie (3-receptoréw przy uzyciu
propranololu, zmniejsza 0 20-40% podstawowag sekrecje P4[10]. Mozna wiec przyjac,
ze stymulacja noradrenergiczna warunkuje podstawowa sekrecje P4 w 20-40%.
Pobudzenie uktadu noradrenergicznego aktywujac m.in. uktad krazenia nie tylko
nie uposledza, ale wrecz wspiera funkcje czynnos$ciowa CL z uwagi na unikalng
budowe naczyn w tym narzadzie [26]. Sadzimy wiec, ze krotkotrwate pobudzenie
uktadu nerwowego wzmaga czynno$¢ CL chronigc cigze u zwierzat. Natomiast
chroniczny stres uposledza funkcje CL m.in. poprzez redukcje ilosci [3-receptorow
[21], co w konsekwencji niekorzystnie zmienia srodowisko w macicy, wywotujgc
szereg zaktdcen w rozrodzie.

Stymulujacy wptyw katecholamin na steroidogeneze nie jest procesem jedno-
kierunkowym. Miedzy iloscig wytwarzanych hormonéw steroidowych w jajniku
a reprezentacjg [3-adrenergiczng w macicy ijajniku istnieje wzajemnie warunkujaca
sie zalezno$¢. Wzrost ilosci (3-receptoréw w jajniku oraz wzrost sekrecji P4 pod
wptywem stymulacji adrenergicznej po pierwszej owulacji u szczuréw [1] potwierdza
te sugestie.
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Badania na izolowanym CL krow dowodza, ze przeniesienie sygnatu z (3-re-
ceptorébw na enzymy zaangazowane bezposrednio w synteze P4, tj. cytochrom P-
450scc [18] oraz 3[3-HSD [5,18] w komdrce lutealnej odbywa sie za posrednictwem
cAMP. Szlak przemian fosfatydoloinozytoli oraz kinazy biatkowej C nie uczestniczy
w tym procesie [16].

Zaznaczy¢ nalezy, ze (3-adrenomimetyki stymulujg steroidogeneze w wyizolo-
wanych komérkach jajnika po uptywie kilku godzin, podczas gdy w warunkach
in vivo wplyw ten byt statystycznie istotny juz po uptywie kilku minut [7, 11,
12]. Sadzi¢ mozna na tej podstawie, ze NA z uwagi na swoje ambireceptorowe
wiasciwosci, wptywa na czynno$é CL prawdopodobnie dwiema drogami, bezpo-
$rednio na komarki lutealne (stymulacja receptora (3) lub poprzez uktad naczyniowy
jajnika (stymulacja a-receptora) i wptyw na proces lipolizy.

W Swietle przedstawionych danych zwigzek pomiedzy ukladem noradrenergi-
cznym a funkcja sekrecyjng CL bydia wyraza sie nastepujgco:

1. Stata (3-adrenergiczna stymulacja warunkuje podstawowag sekrecje/synteze Pg, gdyz
brak tej stymulacji powoduje obnizenie stezenia Pg we krwi 0 20-40%.

2. Zmienna i zalezna od fazy cyklu ilo$¢ (3-receptoréw w jajniku jest miarg jego
gotowosci do odbierania stymulacji z uktadu adrenergicznego.

3. W kilka minut po podaniu NA do tetnicy brzusznej wystepuje istotnie statystyczny
wzrost sekrecji Pg i OT jajnikowej. Sugeruje to wysoka sprawnos$¢ luteotropowego
wpltywu uktadu noradrenergicznego w sytuacjach stresowych.

4. Redystrybucja przeptywu krwi przez CL wynika z unikalnych morfologicznych
przystosowan naczyn w tym narzgdzie i wskazuje na znaczenie ochrony tych
struktur przed niedokrwieniem.

5. Wykorzystywanie cholesterolu do syntezy Pa, wigze sie $ci$le z poprzednim
punktem, wskazujgc na potrzebe lokalnej regulacji ukrwienia narzadu rodnego
samicy.

Na tej podstawie sugeruje sie [10, 14], ze aktywacja uktadu noradrenergicznego
powoduje dwukierunkowe nastepstwa:

(@) Stymuluje lipolize iwzmaga przeptyw krwi przezjajnik, tym sposobem zaopatruje
CL w lipoproteiny jako Zrédto cholesterolu do syntezy Pa.

(b) Réwnoczes$nie NA pobudza btonowe {3-receptory komarek lutealnych i poprzez
aktywacje przekaznikow wewnatrzkomorkowych uczestniczy w syntezie Pa.

Na tej podstawie przypuszczamy, ze lokalny wplyw NA na CL odbywa sie
na kilku poziomach regulacyjnych:

(i). NA stymuluje uwalnianie z CL zmagazynowanych tam hormonow, tj. Pg i OT.
Wskazuje nato wzrost ich stezenia we krwi obwodowej juz po uptywie kilku minut
od chwili podania NA do tetnicy brzusznej [9].

(ii). NA syntetyzowana w CL z DA [13] pobudza synteze hormonéw w CL poprzez
wptyw na aktywnos$¢ enzymdw oddziatujgcych na powstawanie tych hormondw i
ich prekursoréw, tj. (a) PGA, ktdra odstania C-terminalny fragment liniowy OT i
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powoduje oksydatywng amidacje reszty glicyny tworzac grupe karboksyamidowg
[5]. Proces ten okresla sie mianem post-translacyjnych przemian OT. (b) Enzyméw
uczestniczgcych w steroidogenezie CL, tj. cytochromu P450scc syntetyzujgcego w
mitochondriach pregnenolon z cholesterolu i 3(3-HSD, przetwarzajacej pregneno-
lon do Pa.

(iii). Progesteron, stymulowany przez NA, pobudza z kolei wiasna synteze, aktywujac
3(3-HSD poprzez specyficzne receptory jadrowe oraz wywiera hamujacy wpltyw
na aktywno$¢ enzymow degradujgcych NA (MAO, COMT), przez co moze
wydtuzaé jej pobudzajacy wptyw na CL. Dane te przedstawiono w zsumowany
sposob na rycinie 1.

RYCINA 1 Noradrenalina (NA) obecna w ciatku zéttym (CL) pochodzi zaréwno ze zrédet pozakomor-
kowych, jak tez moze by¢ syntetyzowana w CL z dopaminy jako prekursora. NA w kilka minut po podaniu
uwalnia do krwi progesteron (P4) oraz oksytocyne jajnikowg (OT), ktore wzajemnie oddziatujgc na siebie
wzmagaja efekt wywotany przez NA. Ponadto NA aktywujac monooksygenaze peptydylo-glicylo-a-ami-
dowg (PGA) wzmaga synteze OT z formy pro-hormonu oraz zwieksza aktywnos$¢ cytochromu P4508T i
3(3-dehydrogenazy hydroksysteroidowej (3f3-HSD). Rownoczesnie NA wzmagajac jajnikowy przeptyw
krwi zwieksza zaopatrzenie komdrek lutealnych w lipoproteiny jako zrédto cholesterolu. Prowadzi to w
efekcie do wzrostu komdrkowej syntezy P4. Progesteron z kolei obniza aktywno$¢ monoaminooksydazy
(MAO) i catechol-O-metylotransferazy (COMT) enzymo6w degradujacych NA, przez co przedtuza czas
oddziatywania NA na synteze P4, ktory takze wzmaga wiasng synteze przez pobudzenie aktywnosci
3P-HSD we wczesnych stadiach rozwoju CL (wg [10])
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PODSUMOWANIE

Krétkotrwate pobudzenie ukfadu nerwowego wzmaga funkcje CL. Jest to zatem
mechanizm ochrony cigzy u zwierzat, a w szczeg6lnosci u zwierzat zyjacych dziko,
np. reakcja ucieczki na zagrozenie. W kazdej takiej sytuacji CL, a wiec i cigza
jest przedmiotem takiej samej troski jak troska o wiasne zycie. | odwrotnie, diu-
gotrwate i silne pobudzenie uktadu nerwowego, np. chroniczny stres, wywotuje
szereg negatywnych zmian w organizmie samicy, przyczyniajac sie takze do upo-
Sledzenia funkcji CL, co w konsekwencji moze wywota¢ poronienie.
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LEPTIN AND REPRODUCTION

Anna WALCZEWSKA

Zaktad Fizjologii Doswiadczalnej i Klinicznej, Instytut Fizjologii i Biochemii,
Akademia Medyczna w todzi

Streszczenie: Leptyna - produkt genu otytosci zostata odkryta w 1994 roku. Jest syntetyzowana gtéwnie
w biatej tkance ttuszczowej, ale réwniez wjajnikach, tozysku oraz w gruczole sutkowym podczas laktacji.
Gtéwnym docelowym miejscem dziatania leptyny w regulacji bilansu energetycznego oraz czynnosci
rozrodczych sgjadra podwzgorza, gdzie modyfikuje czynnos$¢ uktadu podwzgorzowo-przysadkowego.
U genetycznie otytych i bezptodnych myszy (ob/ob) egzogenna leptyna przywraca ptodno$¢ zaréwno
samcom, jak i samicom. U dorostych szczuréw leptyna stymuluje zaréwno uwalnianie gonadoliberyny
(LHRH) z podwzgbrza, jak i hormonu luteinizujacego (LH) z przysadki. Bardziej wyrazne stymulujgce
dziatanie leptyny na czynno$¢ rozrodcza ujawnia sie w czasie uzyskiwania dojrzatosci piciowej oraz
kiedy ilos¢ dostarczanej do organizmu energii jest niewystarczajaca i zostaje zahamowane uwalnianie
gonadotropin. Oprécz dziatania na uktad podwzgoérzowo-przysadkowy, leptyna wptywa réwniez bezpo-
$rednio na czynnos$¢ jajnikow. Jednakze fizjologiczne i patofizjologiczne dziatanie leptyny w uktadzie
rozrodczym zaréwno u zwierzat, jak i u ludzi powinno by¢ dalej wyjasniane.

(Postepy Biologii Komérki 2001; 28 supl. 18: 77-85)

Stowa kluczowe: leptyna, receptory leptyny, LHRH, LH, FSH, pokwitanie, jajniki.

Summary: Leptin was discovered in 1994 as a product of ob gene. Primarily, leptin is synthesized by
white adipose tissue, and in addition in ovary, placenta, and lactating mammary gland. Leptin acts on
the level of the hypothalamic nuclei, participating in regulation of energy balance and reproductive
function via modulation of hypothalamic-pituitary function. In genetically obese and infertile ob/ob
mouse, administration of exogenic leptin rescues their fertility, both females and males. In normal rats,
leptin stimulates gonadoliberine (LHRH) release from the hypothalamus and luteinizing hormone (LH)
from the pituitary gland. Furthermore, the distinct stimulatory role of central leptin action is realized at
puberty, and during inhibition of gonadotrophins release due to fasting or dietary energy restriction.
Leptin also directly influences ovary function. However, exact role of leptin action in physiology and
pathophysiology in murine and human reproductive system needs to be further elucidated.

(Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18: 77-85)

Key words: leptin, leptin receptors, LHRH, LH, FSH, puberty, ovary
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WSTEP

Sekwencja aminokwasowa leptyny, nazywanej rowniez biatkiem genu otytosci
(obese protein), zostata okreslona w grudniu 1994 roku [47]. Jednak od wielu
lat przypuszczano, ze moze istnie¢ biatkowy produkt bioragcy udziat w mechanizmie
utrzymywania rownowagi pomiedzy iloScig pobieranego pokarmu a wydatkami ener-
getycznymi organizmu. W 1950 roku Ingalls i wsp. [13] opisali po raz pierwszy
autosomalng, recesywng mutacje w chromosomie 6 u myszy, ktéra powodowata
ich otyto$¢. Gen ten zostat nazwany genem otyto$ci, a myszy z tg mutacjg oznaczone
symbolem ob/ob. Jedna z wazniejszych cech szczepu myszy ob/ob jest ich bez-
ptodnos¢. Prowadzone na przestrzeni ponad dwudziestu lat badania na tych myszach
wykazaty, ze nieptodnosé zaréwno samcow, jak i samic ob/ob myszy jest odwracalna.
Zredukowanie masy ciata ob/ob samcow [16] lub wprowadzenie egzogennych hor-
monow gonadotropowych przysadki u ob/ob samic [31] przywracato ich czynno$¢
rozrodczg. Dalsze doswiadczenia prowadzone na tym szczepie myszy, szczeg6lnie
przez Swerdloffa i wspdtpracownikéw [33], potwierdzity obnizone stezenie hormonu
luteinizujgcego (LH) i dopecherzykowego (FSH) oraz hormonéw piciowych we
krwi u tych zwierzat. Z badan tych nasuwat sie jednoznaczny wniosek. Myszy
z mutacja genu ob cechuje zahamowana czynno$¢ podwzgdrzowo-przysadkowa
uktadu rozrodczego, poréwnywalna do stanu niedojrzatosci ptciowej. Dopiero ziden-
tyfikowanie produktu tego genu - leptyny oraz sklonowanie receptora dla leptyny,
pozwolity rozszerzyé wiedze o postulowanych od wielu lat zwigzkach regulacji
bilansu energetycznego organizmu z ukladem rozrodczym.

Leptyna, produkt genu ob, jest hormonem produkowanym gtéwnie, ale nie
jedynie, przez biata tkanke ttuszczowa w postaci pro-hormonu o masie czasteczkowej
okoto 16 kD. Po oddzieleniu od pro-hormonu peptydu sygnatowego, 146-amino-
kwasowa leptynajest pulsacyjnie wydzielana do krwi, zdobowym szczytem stezenia
w godzinach nocnych [18]. Peini ona role analogowego sygnatu dla osrodkdéw
homeostazy energii i reakcji neuroendokrynologicznych w podwzgoérzu, dla czyn-
nosci narzagdéw regulujacych procesy metaboliczne, jak tez dla wielu réznych tkanek.

Leptyna oddziatuje na komoérki za posrednictwem blonowego receptora o wy-
sokim stopniu pokrewienstwa do glikoproteinowego receptora gp 130 nalezgcego
do podrodziny receptoréw cytokin klasy | [34]. Do tej grupy naleza receptory
dla takich cytokin, jak: interleukina 6, czynnik wzrostu komdrek macierzystych
granulocytow (G-CSF) czy czynnik hamujgcy biataczke (LIF). Po zwigzaniu sie
ligandu z tym typem receptora, wewnatrzkomaérkowy szlak przekazywania informacji
prowadzi przez fosforylacje kinaz proteinowo-tyrozynowych z rodziny Janus (JAK),
ktére fosforylujg biatka aktywujace transkrypcje STATs (signal transducers and
activators of transcription) [15]. Intensywne badania nad czynnosScia receptorow
leptyny (OB-R) i ich rozmieszczeniem w organizmie doprowadzity do zidentyfi-
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kowania kilku izoform tego receptora [17, 35]. Gtéwna r6znica miedzy nimi polega
na dtugosci wewnatrzkomdrkowej domeny receptora. OB-Rb (long form) ma naj-
dtuzszg, 302-aminokwasowg domene cytoplazmatyczng zawierajgcg miejsca wig-
zania kinazy JAK (box 1ibox 2) oraz sekwencje tyrozyna-X-X-glutamina (Y-X-X-Q
motif), ktére dokujg STATs do receptora. Ta forma receptora z calg pewnoscig
przenosi sygnat leptyny do jadra komérki. OB-Rb w najwiekszej iloSci wystepuje
w jadrach podwzg6rza oraz w nadnerczach i nerkach. Znaleziono go réwniez w
przednim ptacie przysadki u gryzoni [14]. Z kolei najbardziej rozpowszechniong
formg receptora leptyny o krétkiej 34-aminokwasowej czesci cytoplazmatycznej
jest OB-Ra (shortform). Receptor ten wystepuje w wielu strukturach mézgowia,
w splocie naczynidwkowym komaér mézgu i w wiekszosci narzadéw wewnetrznych,
w tym w jajnikach, jadrach i macicy [46]. Postuluje sie kilka funkcji tego receptora:
(1) modulowanie aktywnos$ci OB-Rb (longform) [41];

(2) transportowanie leptyny z krwi do mézgu w splotach naczynidowkowych komor

moézgu [20, 35] lub

(3) przenoszenie sygnatu leptyny do wnetrza komorek efektorowych inng droga

wewnatrzkomorkowa niz OB-Rb [23].

Z przeprowadzonych jeszcze przed odkryciem leptyny badan na ob/ob myszach
wynikato, ze nowo odkryte biatko powinno dziata¢ stymulujgco na czynno$¢ uktadu
rozrodczego. Doswiadczenia przeprowadzone w dwoch laboratoriach w Uniwer-
sytecie Kalifornijskim i Uniwersytecie Washington w Seattle (USA) szybko po-
twierdzity te hipoteze. Codzienne wstrzykiwanie leptyny w dawce od 10 pg do
50 pg/g masy ciata myszy przez okres miesigca do dwoch nie tylko obnizyto mase
ciata badanych myszy od 30% do ponad 50%, zwiekszyto takze stezenie LH w
osoczu, przywrécito czynnosc¢ jajnikow ijader. Histologiczna weryfikacja jajnikow
wykazata oprécz statystycznie znaczacego wzrostu ich masy, wzrost ilosci peche-
rzykéw jajnikowych w réznych stadiach rozwoju i pojawienie sie dojrzatych pe-
cherzykéw Graafa, ktore nie wystepujg u dorostych ob/ob samic myszy [2]. Znaczaco
zwiekszyta sie tez masa macicy, wielko$¢ komoérek nabtonkowych, powierzchnia
endometrium i ilo$¢ gruczotdbw w macicy. Opisane zmiany pozwolity na zajscie
iutrzymanie cigzy samic ob/ob myszy po kopulacji znormalnymi samcami i urodzenie
w prawidtowym czasie od 2 do 7 sztuk potomstwa w dwoch kolejnych cigzach
[5]. Podobnie stymulujgce dziatanie na ukfad rozrodczy i ptodnos$¢ zaobserwowano
u ob/ob samcéw po chronicznym stosowaniu egzogennej leptyny. Réwniez w tym
przypadku nie tylko wzrosta masa jader, ale nastgpita regeneracja komérek Leydiga.
W wyniku tych zmian samce byly w peini zdolne do zaptodnienia normalnych
samic, ktdére urodzity zdrowe potomstwo [22].

Opisane doswiadczenia udowodnity, ze leptyna przywraca ptodnos¢ zwierzetom,
ktorych tkanka ttuszczowa w wyniku defektu genetycznego nie produkuje leptyny
od urodzenia. Pozostato poszukiwanie odpowiedzi na pytania. W jaki sposéb leptyna
dziata w ukladzie rozrodczym normalnych zwierzat? Czy przywraca wytwarzanie
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i uwalnianie gonadotropin z przysadki, ktére pobudzajg czynno$¢ gonad, czy dziata
bezposrednio na gonady, czy dziata na kazdym ztych pozioméw systemu rozrodczego
niezaleznie?

WPLYW LEPTYNY
NA CZYNNOSC PODWZGORZOWO-PRZYSADKOWA

Z dosSwiadczen in vitro przeprowadzonych w zespole McCanna wynika, ze po
trwajacej 3 godziny inkubacji przedniego ptata przysadki szczura leptyna stymuluje
uwalnianie, najsilniej LH, w mniejszym stopniu FSH i przy najwyzszych stezeniach
prolaktyny [44]. Inkubacja fragmentu brzusznego podwzg6rza obejmujaca jadro
tukowate i wyniosto$¢ srodkowa z leptyng w stezeniu od 10 ~12do 10-10 M réwniez
zwiekszyta uwalnianie gonadoliberyny (LHRH) do ptynu inkubujgcego [44]. Te
doswiadczenia wskazujg na stymulujace dziatanie leptyny zaréwno na poziomie
przysadki, jak i podwzgorza. Udato sie rowniez stwierdzi¢, ze w dziataniu leptyny
na uwalnianie LHRH z wyniostosci srodkowej oraz LH z przedniego ptata przysadki
posredniczy tlenek azotu [43]. DoSwiadczenia in vivo przeprowadzone na dorostych
szczurach obu pici rozszerzyty dotychczas uzyskane wyniki. Osrodkowe wpro-
wadzenie leptyny do Il komory moézgu zwiekszyto uwalnianie LH w ciggu pierwszej
godziny po infuzji u owariektomizowanych samic szczura, ktorym podskornie
wstrzyknieto 3 dni wczesniej 10 pg benzoesanu estradiolu. Natomiast leptyna wpro-
wadzona do Il komory mdzgu byta nieefektywna u kastrowanych samic bez sub-
stytucji estrogenami, a takze w grupie otrzymujgcej benzoesan estradiolu w dawce
50 pg [40]. Tak wiec, dziatanie leptyny na uwalnianie gonadotropin z przysadki
jest zalezne od stezenia estrogendéw we krwi. Rownolegle przeprowadzone do-
$wiadczenia na samcach wykazaty, ze o ile leptyna nie miata wptywu na uwalnianie
gonadotropin u kastrowanych samic, to znaczaco zwiekszyta $rednie uwalnianie
LH i amplitude pulséw LH u kastrowanych samcéw (wyniki niepublikowane).
Wskazuje to na piciowe réznice w dziataniu leptyny na czynno$¢ podwzgorzo-
wo-przysadkowg. Stymulujgce dziatanie leptyny na uwalnianie LH i FSH z przysadki
potwierdzajg ostatnie badania Ogura i wsp. [25], chociaz w literaturze Swiatowej
mozna tez znalez¢ wyniki przeciwne. Carro i wsp. [4] stwierdzili zahamowanie
cyklu rujowego i pulsacyjnego uwalniania LH u samic szczura po os$rodkowym
wprowadzeniu surowicy z przeciwciatami przeciwko leptynie.

Uzyskane dotychczas wyniki badan skianiajg do wniosku, ze leptyna dziata na
czynnos$¢ uktadu podwzgdrzowo-przysadkowego osrodkowo, poprzez system neu-
ronéw zaangazowanych w sterowanie pulsacyjnym uwalnianiem LHRH [24, 40],
a takze bezposrednio na uwalnianie hormonéw gonadotropowych z przysadki [25,
44]. Ponadto, leptyna zostata wykryta w wiekszosci komdérek wydzielniczych przy-
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sadki ijest pakowana w granule sekrecyjne razem z gtéwnymi hormonami przysadki

[38]. Mozna spekulowaé nastepujace dziatania leptyny pochodzacej z przedniego

ptata przysadki:

(1) parakrynny wptyw na czynnos¢ komérek wydzielniczych przysadki;

(2) wspétdziatanie wraz z gtéwnymi hormonami przedniego ptata przysadki na
czynno$¢ innych narzagdéw i metabolizm komorkowy.

Podsumowujac dotychczas opublikowane wyniki badan dotyczace wptywu lep-
tyny na uwalnianie gonadotropin z przysadki oraz wlasne niepublikowane jeszcze
wyniki doswiadczen mozna pokusi¢ si¢ o postawienie nastepujacej hipotezy. Przy
prawidtowej i stabilnej masie ciata, jaka wystepuje w dojrzatym piciowo organizmie,
stymulujace dziatanie leptyny na czynno$¢ uktadu podwzgorzowo-przysadkowego
ujawnia sie w niewielkim stopniu [10]. Natomiast znacznie wyrazniej zaznacza
sie jej stymulujgce dziatanie w dwoch sytuacjach.

I. Wtrakcie uzyskiwania dojrzatosci ptciowej. Wyniki wielu doswiadczer wska-
zuja na leptyne jako najeden z czynnikdw biorgcych udziat w rozpoczeciu dojrzatosci
ptciowej u gryzoni [1, 5, 7]. Prawdopodobnie podobng role petni leptyna u ludzi.
U dzieci jej stezenie wzrasta systematycznie wraz z masg ciata do okresu dojrzewania.
Na poczatku okresu dojrzewania zar6wno u dziewczat, jak i u chtopcéw stezenie
leptyny we krwi gwattownie wzrasta. Nastepnie u dziewczat wzrasta dalej pro-
porcjonalnie do masy ciata, natomiast u chtopcéw gwattownie spada réwnolegle
ze wzrostem stezenia testosteronu we krwi i dopiero po uzyskaniu dojrzatosci ustala
sie na wzglednie statym poziomie [11, 21].

Il. W okresie gtodu. Wyrazniejsze i zdecydowanie pobudzajace dziatanie leptyny
wykazano w sytuacji, kiedy zahamowane zostaje uwalnianie hormonéw gonado-
tropowych z przysadki na skutek pozbawienia organizmu pokarmu. Zmniejszenie
uwalniania LH nastepuje po 2 dniach pozbawienia pokarmu szczurdw [3] i malp
[30] oraz po 5 dniach u ludzi [37]. Egzogennie wprowadzona leptyna po dwoch
dniach pozbawienia pokarmu szczuréw i matp wyraznie stymulowata uwalnianie
LH i FSH do krwi [10, wiasne niepublikowane wynikil.

WPLYW LEPTYNY NA CZYNNOSC GONAD

Badania wykazaty obecnos$¢ receptoréw leptyny tak w jadrach, jak i w jajnikach
[46]. Ponadto, stwierdzono wewnatrzjajnikowga produkcje leptyny u cztowieka [8]
i wydaje sie, ze odgrywa ona wieksza role w czynnosci jajnikéw niz jader. Badania
in vitro wptywu leptyny na produkcje hormondw piciowych wykazaty jej hamujacy
wptyw na podstawowe i stymulowane przez hCG wydzielanie testosteronu u doj-
rzatych piciowo szczuréw [36] oraz na wydzielanie progesteronu i estradiolu przez
komorki ziarniste pecherzykéw jajnikowych stymulowane insuling lub IFG-1 wraz
z FSH [32, 45]. Stwierdzono takze hamujgcy wplyw pulsacyjnej infuzji duzych
dawek leptyny na owulacje u szczura in vivo i in vitro, choé jednocze$nie nie
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zarejestrowano znaczgcych zmian stezenia estrogendw i progesteronu pod wptywem
infuzji leptyny [9]. Przytoczone wyniki badan wskazujg, ze leptyna dziata bez-
posrednio na jajniki niezaleznie od jej wptywu na uwalnianie gonadotropin z przy-
sadki.

Monitorowanie stezenia leptyny w cyklu rujowym u zwierzat i w cyklu ptciowym
u kobiet dostarcza roznych danych. U kobiet z prawidtowg masg ciala stezenie
leptyny we krwi zwieksza sie w okresie przedowulacyjnego wyrzutu LH i utrzymuje
sie na statystycznie wyzszym poziomie w fazie lutealnej cyklu ptciowego [12].
Z drugiej strony cze$¢ publikacji donosi o braku korelacji pomiedzy stezeniem
leptyny a stezeniem hormonow piciowych w cyklu miesiecznym u kobiet i w cyklu
rujowym u zwierzat oraz u kobiet po menopauzie [19, 26-28].

W relacjach zwrotnych pomiedzy leptyng a hormonami ptciowymi zaznacza
sie wyrazny ich wptyw na ekspresje genu ob w tkance tluszczowej. Ot6z estrogeny
wykazuja dziatanie stymulujgce, natomiast testosteron dziatanie hamujace synteze
i uwalnianie leptyny do krwi [39, 42]. Fakt ten jest jedng z przyczyn znanych
réznic w stezeniu leptyny wystepujagcy pomiedzy obu piciami tak u zwierzat, jak
i uludzi. U kobiet bez wzgledu na wiek i mase ciata stezenie leptyny jest kilkakrotnie
wyzsze niz w odpowiadajgcej im grupie mezczyzn [29].

PODSUMOWANIE

Pomimo krétkiego okresu badan nad leptyng ijej rola w czynnosci uktadu roz-
rodczego, a takze mimo trudnosci interpretacyjnych wynikajacych z faktu, ze czes¢
doswiadczen jest przeprowadzana na zwierzetach, a cze$¢ pochodzi bezposrednio
z badan na ludziach, mozna stwierdzié, ze leptyng odgrywa znaczaca role w czynnosci
uktadu rozrodczego i wskazaé jej podstawowe funkcje.

1. Leptyng stymuluje wydzielanie gonadotropin z przedniego ptata przysadki dziata-
jac prawdopodobnie zaréwno na poziomie podwzgorza, jak i przysadki.

2. Leptynajest produkowana przez jajniki, gdzie niezaleznie od wptywu na czynno$¢
uktadu podwzgoérzowo-przysadkowego, prawdopodobnie na zasadzie oddziaty-
warn parakrynnych wptywa na sterydogeneze i rozwéj komérek ptciowych.

3. Leptyna bierze udziat w procesie uzyskiwania dojrzatosci ptciowej.

4. Leptyna jest produkowana i wydzielana do krwi przez tozysko w czasie cigzy,
szczego6lnie w ostatnim trymestrze u ludzi, oraz przez gruczot sutkowy w okresie
laktacji i najprawdopodobniej uczestniczy w rozwoju ptodu i noworodkéw.
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ROLA RECEPTOROW GABAa W NEURALNEJ
REGULACJI UWALNIANIA GONADOLIBERYNY
Z PODWZGORZA U ANESTRALNYCH OWIEC

THE INVOLVEMENT OF GABAa RECEPTORS
IN THE CONTROL OF GONADOLIBERIN RELEASE
IN ANESTROUS EWES

Dorota TOMASZEWSKA-ZAREMBA, Franciszek PRZEKOP

Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. J. Kielanowskiego, PAN w Jabtonnej

Streszczenie: Role receptorow A kwasu y-aminomastowego (GABAa ) w neuralnej regulacji uwalniania
gonadoliberyny (GnRH) w podwzgérzu u anestralnych owiec okre$lano na podstawie zewnatrz komor-
kowych stezen GnRH, E-endorfiny, noradrenaliny, dopaminy oraz ich metabolitow MHPG i DOPAC w
czasie perfuzji muscimolu i bicuculliny (agonisty i antagonisty receptoréw GABAa ) do jadra lejka -
wyniostosci posrodkowej (NI/ME) i okolicy przedwzrokowej (MPOA). Stymulacja receptoréw GABAa
w NI/ME obnizata stezenie GnRH, (3-endorfiny i dopaminy oraz MHPG i DOPAC, natomiast nie miata
wplywu na stezenie noradrenaliny. Blokowanie receptorow GABAa w tej strukturze podwzgdrza nie
powodowato istotnych zmian w stezeniu GnRH, noradrenaliny i MHPG, natomiast obnizato stezenie
(3-endorfiny, dopaminy i DOPAC. W MPOA perfuzja muscimolu podwyzszata stezenie noradrenaliny i
MHPG, natomiast obnizata stezenie dopaminy i DOPAC. Nie stwierdzono istotnych zmian w poziomie
GnRH i 3-endorfiny, natomiast zaobserwowano istotne zmniejszenie uwalniania gonadotropiny (LH).
Perfuzja bicuculliny nie miafa istotnego wptywu na poziom wymienionych zwiazkéw. Przedstawione
wyniki sugeruja, ze GABA moze hamowac sekrecje GnRH poprzez receptory GABAa w MPOA i
NI/ME zaréwno bezposrednio poprzez receptory na zakorczeniach neuralnych badZ na perikarionach
GnRH lub posrednio poprzez te receptory na neuronach opioidergicznych lub katecholaminergicznych
w tych strukturach podwzgérza.

(Postepy Biologii Komérki 2001; 28 supl. 18: 89-93)

Stowa kluczowe: receptory GABAa, GnRH, podwzgoérze, owca

Summary: To examine the role of y-aminobutyric acid receptors A (GABAa ) in the control of
gonadoliberin (GnRH) release, the extracellular concentrations of GnRH, 3-endorphin, catecholamines
and their main metabolites MHPG and DOPAC were quantified during local infusion of muscimol and
bicuculline (agonist and antagonist of GABAa receptors respectively) to the nucleus infundibularis-me-
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POLISPERMICZNE ZAPLODNIENIE U PTAKOW -
ROLA DNaz W DEGRADACJI NADLICZBOWYCH
PLEMNIKOW*

POLISPERMIC FERTILIZATION IN BIRDS -
THE ROLE OF DNases IN DEGRADATION
OF SUPERNUMERARY SPERMATOZOA

Urszula STEPINSKA, Bozenna OLSZANSKA
Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN, Jastrzebiec k. Warszawy

Streszczenie: Ptaki charakteryzuja sie fizjologiczng polispermia, oznacza to, ze liczne plemniki wnikaja
do cytoplazmy jaja podczas normalnego zaptodnienia, ale tylko jedno z utworzonych przedjadrzy
meskich uczestniczy w tworzeniu jadra zygoty. Natomiast wszystkie nadliczbowe przedjgdrza meskie
degenerujg we wczesnym okresie bruzdkowania. Dotychczas nie zostato wyjasnione, co w istocie dzieje
sie ztymi nadliczbowymi przedjadrzami ijaki mechanizm odpowiada za ich degradacje. Wyniki naszych
badan wskazuja, ze w oocytach przepiodrki japonskiej wystepujg DNazy | i Il, zdolne do degradacji w
warunkach in vitro nagiego DNA faga X jak réwniez DNA zawartego w plemnikach przepidrki.
Przypuszczamy, ze enzymy te moga rozktada¢ DNA pochodzace z nadliczbowych plemnikéw wnikaja-
cych do jaja ptaka podczas polispermicznego zaptodnienia, a wiec sg jednym z czynnikéw p6znego
cytoplazmatycznego bloku przeciwko polispermii. Obecno$¢ duzych aktywnosci DNaz w oocytach moze
rowniez thumaczy¢ trudnosci w otrzymywaniu ptakéw transgenicznych metoda nastrzykniecia obcego
DNA do cytoplazmy zaptodnionego jaja.

{Postapy Biologii Komoérki 2001; 28 supl. 18: 103-110)

Stowa kluczowe: ptaki, oocyty, polispermig, DNaza

Summary: Birds exhibit physiological polyspermy, i.e. numerous spermatozoa enter the cytoplasm of an
oocyte during normal fertilization, but only one sperm nucleus participates in formation of a zygote
nucleus, whereas the accessory sperm nuclei degenerate at the early cleavage stages. The fate of
supernumerary sperm nuclei and the mechanism responsible for their degradation are not clear. The
results of our in vitro studies showed, in oocytes of the Japanese quail, the existence of high DNase | and
Il activities which are able to digest not only naked phage X DNA but also DNA contained in quail

*Praca zostata napisana i wykonana w ramach tematu statutowego S. 1. 2. i grantu KBN 5P06D
01218.
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dian eminence (NI/ME) and the medial preoptic area (MPOA) in anestrous ewes. Stimulation of GAB Aa
receptors in NI/ME significantly attenuated GnRH release with concomitant increase of (3-endorphin,
dopamine, MHPG and DOPAC levels. Blockade of the GABAa receptors in this structure of the
hypothalamus did not affected GnRH and noradrenaline release but inhibited (3-endorphin release and
decreased dopaminergic activity. In MPOA, infusion of muscimol increased noradrenergic activity and
decreased dopaminergic activity. We did not observed any changes in GnRH and (3-endorphin levels,
but luteinizing hormone (LH) levels in the blood plasma were significantly decreased. Blockade of
GABAa receptors with bicuculline had no evident effect neither on catecholaminergic system activity
nor (3-endorphin-like immunoreactivity. These results suggest, that GABA may suppress GnRH release
directly through GABAa receptors located on the axon terminals or on perikaria of the GnRH neurons
in NI/ME and MPOA or indirectly by GABAa receptors located on [3-endorphinergic and catecholami-
nergic neurons.

(Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18 : 89-93)

Key words: GABAa receptors, GnRH, ewe, hypothalamus,

WSTEP

Sekrecja gonadotropin u zwierzat jest regulowana przez gonadoliberyne (GnRH),
na ktorg z kolei wplywaja neurotransmitery i neuromodulatory tak o charakterze
stymulujgcym, jak i hamujacym. Wiele badan wskazuje na to, ze neurony kwasu
y-aminomastowego (GABA) w podwzgdrzu sg wigczone w regulacje sekrecji
GnRH/LH. Generalnie przyjmuje sie, ze GABA jest neurotransmiterem hamujgcym
uwalnianie GnRH/LH. Spos6b dziatania GABA jest uzalezniony tak od rodzaju
receptorow GABA, jak iich lokalizacji na neuronach GnRH lub uktadach neuralnych
uczestniczagcych w regulacji sekrecji GnRH. Wiegkszo$¢ badan in vivo i in vitro
sugeruje, ze GABA hamuje badz stymuluje uwalnianie GnRH/LH i biosynteze
MmRNA GnRH [2,4,6]. Prace immunohistochemiczne i manipulacje farmakologiczne
zreceptorami GABA w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) u szczura wskazuja,
ze funkcjonalne pofgczenia GABA-GnRH, GABA-ukfad katecholaminergiczny i
GABA-uktad opioidergiczny w przednim podwzgo6rzu (MPOA) i jadrze lejka -
wyniostosci posrodkowej (NI/ME) odgrywaja wazng role w stymulacji badz ha-
mowaniu uwalniania GnRH [5, 9].

Jak dotgd badania prowadzone na owcach nie wykazaty Scisle okreslonego typu
i miejsca dziatania GABA na sekrecje GnRH. Czesto wyniki sg sprzeczne i trudne
do interpretacji. Badania wykazaty, ze GABA moze w réznorodny sposéb regulowac
sekrecje GnRH w zaleznosci od typu receptora GABA (receptora typu A badz
typu B) w danym ukfadzie neuralnym i w danej strukturze podwzgoérza [1]. W
przypadku dziatania hamujgcego na uwalnianie GnRH, GABA moze wptywac przy-
najmniej w dwojaki sposob: po pierwsze poprzez aktywacje receptorow GABA
obecnych na perikarionach GnRH w MPOA lub na zakonhczeniach neuronéw GnRH
w NI/ME oraz poprzez receptory GABA na innych neuronach stymulujgcych uwal-
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nianie GnRH [8]. Z drugiej strony stymulujacy wptyw GABA na uwalnianie LH
mégtby by¢ posrednim efektem wplywu tego zwigzku na hamujace uktady neuralne
majagce potgczenie z GNRH. Sugeruje sie, ze GABA moze obniza¢ uwalnianie ha-
mujacych neurotransmiteréw w podwzgérzu zmniejszajac w ten sposéb ich hamujace
dziatanie na uwalnianie GnRH. Jak dotad nie wiadomo doktadnie, ktére hamujace
neurotransmitery lub neurohormony uczestnicza w tym procesie. Sugeruje sie, ze
u owiec w okresie anestralnym te role spetniaja (3-endorfina i katecholaminy.

W naszych badaniach podjeliSmy probe wyjasnienia roli receptorow GABAa
w regulacji sekrecji GnRH/LH u owiec w okresie anestralnym.

MATERIAL | METODY

Role receptorow w neuralnej regulacji uwalniania GnRH okreslano na podstawie
zewnatrzkomoérkowych stezen GnRH, (3-endorfiny, noradrenaliny, dopaminy oraz
gtéwnych metabolitéw tych amin MHPG i DOPAC w czasie perfuzji muscimolu
(agonisty receptorow GABAa) lub bicuculliny (antagonisty receptorow GABAa)
do NI/ME i MPOA. Stezenia GnRH w perfuzatach oznaczano metodg RIA opisang
u Domanskiego i wsp. [3], (3-endorfine oznaczano w perfuzatach metoda RIA opisang
przez Leshin i wsp. [7], LH natomiast oznaczano w osoczu krwi metodg RIA
opisang wczesniej przez Stupnickiego i Madeja [10].

Noradrenaling, dopamine oraz ich metabolity DOPAC i MHPG oznaczano w
perfuzatach metodg HPLC z detekcjg elektrochemiczng [11].

WYNIKI I DYSKUSJA

Stymulacja receptoréw GAB Aa w NI/ME obnizata stezenie zewnatrzkomérkowe
GnRH, podwyzszata poziom (3-endorfiny i dopaminy oraz MHPG i DOPAC. Perfuzja
muscimolu nie wywierata istotnego wptywu na stezenie noradrenaliny w perfuzatach.
Blokowanie za$ receptorow GABAa w NI/ME nie powodowato istotnych zmian
w poziomie GnRH, noradrenaliny i MHPG, obnizato natomiast stezenie (3-endorfiny,
dopaminy i DOPAC.

Te wyniki wskazujg, ze regulacja uwalniania GnRH przez GABA wiacza catg
serie interakcji pomiedzy uktadami GnRH, (3-endorfiny i dopaminergicznym w
NI/ME. Ogolnie, nasze wyniki wskazuja, ze aktywacja receptoréow GABAa w
NI/ME hamuje uwalnianie GnRH u owiec w okresie anestralnym. Nasze wyniki
pozostajg w zgodzie z innymi badaniami in vivo i in vitro na owcach i szczurach,
ktore wykazywaly, ze w obszarze jadra tukowatego w podwzgoérzu aktywacja re-
ceptorow GABAa obniza sekrecje GnRH/LH [2,4].

W drugiej badanej strukturze podwzgérza, MPOA, stymulacja receptorow
GABAa podwyzszata stezenie noradrenaliny i MHPG; stezenie za$ dopaminy i
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TABELA 1. Wpltyw muscimolu i bicuculliny na stezenie GnRH, LH, (3-endorfiny, noradrenaliny
(NE), dopaminy (DA), MHPG i DOPAC w NI/ME i MPOA. Podane sg warto$ci $rednie + SEM;
istotna roznica *P< 0,05, **P<0,01

Grupa % zmiany od wartosci kontrolnej Stezenie
NE MHPG DA DOPAC GnRH LH (3-end

[pg/50 all [ng/ml] fpg/50 uli

NI/ME

kontrola 100 100 100 100 1,91+0,41 - 33,87+3,20

muscimol 101110  141+1** 151126* 158130* 0,6810,4** - 46,73%£4,21*

bicucullina 104+16  150130* 63+10** 57+10** 2,01+0,52 - 16,4613,81**

MPOA

kontrola 100 100 100 100 - 2,90+0,30 47,33111,88

muscimol 149+9** 13219* 63+5** 7316* - 2,3010,1** 44,1618,89

bicucullina 10716 96+ 104119 98+17 - 3,05+0,50 46,53113,47

DOPAC istotnie obnizato sie. Muscimol nie powodowat istotnych zmian w poziomie
(3-endorfiny. Stezenia GnRH byty niskie i w wiekszosci préb miescity sie w granicach
czutosci metody lub byly nieoznaczalne. W czasie perfuzji muscimolu nie stwier-
dzono GnRH w wiekszosci perfuzatdw. Poniewaz GnRH uwalnia sie gtdwnie z
zakonczen neuralnych w NI/ME, dokonano analizy wptywu perfuzji muscimolu
do MPOA na sekrecje LH. Muscimol istotnie obnizyt Srednie stezenie LH oraz
czestotliwos¢ pulsow LH bez wyraznego wptywu na amplitude pulséw. Perfuzja
bicuculliny do MPOA nie miata wptywu na poziom wymienionych zwigzkow.

Przedstawione wyniki wskazuja, ze stymulacja receptoréw GABAa w NI/ME
i MPOA wywiera rézny wptyw na uwalnianie GnRH, [3-endorfiny oraz na aktywnos¢
uktadu katecholaminergicznego. W NI/ME muscimol obniza uwalnianie GnRH jed-
noczesnie podwyzszajac sekrecje (3-endorfiny oraz aktywuje uktad dopaminergiczny
i zwieksza metabolizm w uktadzie noradrenergicznym. W MPOA muscimol obniza
uwalnianie GnRH; zmniejszony poziom LH we krwi w czasie perfuzji muscimolu
do MPOA wskazuje, ze muscimol poprzez dziatanie na perikariony GnRH w tej
strukturze podwzgérza wywiera hamujacy wptyw na uwalnianie GnRH z zakoriczen
nerwowych w NI/ME. Stymulacja receptorow GABAa w MPOA nie wywiera istot-
nego wptywu na uwalnianie (3-endorfiny, natomiast aktywuje uktad noradrenergiczny
i hamuje aktywno$¢ ukiladu dopaminergicznego.

Podsumowujac, wyniki z naszych doswiadczen wskazuja, ze stymulacja recep-
torow GABAa w NI/ME znacznie hamuje uwalnianie GnRH z jednoczesnym wzro-
stem uwalniania (3-endorfiny i dopaminy, podczas gdy blokada tych receptorow
nie ma wplywu na poziom GnRH, ale obniza poziom (3-endorfiny i dopaminy.
W MPOA natomiast stymulacjareceptordw GAB Aa wptywa hamujaco na uwalnianie
LH, zmniejsza aktywno$¢ uktadu dopaminergicznego, a zwieksza aktywnos$¢ uktadu
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noradrenergicznego. Blokowanie tych receptorow w tej strukturze podwzgoérza nie
ma wptywu na wymienione uktady. Te wyniki wskazuja, ze GABA hamuje sekrecje
GnRH poprzez receptory GABAa w MPOA i NI/ME zaréwno bezpos$rednio poprzez
receptory na zakoriczeniach neuralnych badz na perikarionach GnRH lub posrednio
poprzez te receptory na neuronach opioidergicznych lub katecholaminergicznych
w tych strukturach podwzgorza.
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MOLEKULARNE PODSTAWY
KRWAWIENIA MIESIACZKOWEGO

MOLECULAR PATHWAYS
INVOLVED IN HUMAN MENSTRUATION

Jan KOTARSKI
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Streszczenie: W okresie dojrzatosci ptciowej btona $luzowa macicy ulega cyklicznym zmianom mor-
fologicznie okreslanym jako faza wzrastania, wydzielania oraz ztuszczania. Zachodzg one w nastepstwie
okresowo powtarzajacych sie zmian w zakresie czynnosci osi podwzgérzowo-przysadkowo-jajnikowej,
czego efektem sg fluktuacje w stezeniu estrogenéw oraz progesteronu we krwi. W cyklu piciowym, w
ktérym nie doszto do zaptodnienia komdrki jajowej, czynno$¢ hormonalna ciatka z6ttego wygasa,
zmniejsza sie stezenie estradiolu i progesteronu we krwi, w czego nastepstwie dochodzi do ztuszczania
btony $luzowej macicy i wystapienia krwawienia miesigczkowego. Oméwiono teorie wyjasniajace
mechanizm krwawienia miesigczkowego w $wietle badan eksperymentalnych.

(Postepy Biologii Komérki 2001; 28 supl. 18: 95-100)

Stowa kluczowe: endometrium, krwawienie miesigczkowe, apoptoza.

Summary: Endocrine changes occurring during the menstrual cycle influence the morphology and
function of epithelial and stromal cells of the endometrium preparing them for implantation. If conception
does not occur, the corpus luteum regress and hormonal changes lead to menstruation. Mechanism of
tissue shedding during menstruation involving changes in cellular membranes function, vessels reactions,
immune cell paracrine stimulation and induction of apoptosis are discussed in view of experimental data
(Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18 : 95-100)

Key words: endometrium, menstruation, cell adhesion, apoptosis.

Btona $luzowa macicy kobiet, a takze niektérych zwierzat doswiadczalnych sta-
nowi modelowy uktad badawczy nad zaleznosciami pomiedzy sterydami ptciowymi
wydzielanymi przez gonady i zmianami morfologicznymi i biochemicznymi w tkan-
kach hormonozaleznych [5,28]. Proliferacja, roznicowanie, a takze podjecie czyn-
nosci wydzielniczej przez komorki nabtonka endometrium sg nastepstwem dziatania
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estrogendw oraz progesteronu [5,13]. Miejscowo wytwarzane substancje biologicznie
aktywne, takie jak: czynniki wzrostu, cytokiny, prostanoidy, a takze estrogeny wy-
twarzane gtéwnie w komorkach zrebu, grajag wazna role w przemianach endometrium
umozliwiajagcych implantacje zarodka [1,29,36]. Jezeli w cyklu ptciowym nie dojdzie
do zaptodnienia komorki jajowej, czynno$¢ hormonalna ciatka zétego wygasa,
obniza sie stezenie estrogendw oraz progesteronu we krwi i dochodzi do ztuszczania
Sluzowki macicy, co manifestuje sie wystgpieniem krwawienia miesigczkowego.
Istnieje wiele teorii wyjasniajagcych wystgpienie krwawienia miesigczkowego.

I. TEORIA DEPOLIMERYZACJI

Oparta jest na obserwacjach stwierdzajacych zmiany w przepuszczalnosci bton
lizosomalnych, w czego nastepstwie dochodzi do uwolnienia enzymoéw proteoli-
tycznych do cytoplazmy i destrukcji komorek. Teoria ta sformutowana zostata w
na podstawie badan Garcii-Bunneli i Brandesa [8], ktérzy stwierdzili, ze w aparacie
Golgiego i lizosomach izolowanych z endometrium stezenie enzymow proteoli-
tycznych jest ok. 40 000 razy wyzsze niz we Krwi.

Miedzykomérkowe potgczenia szczelinowe (ang. gap junctions) sasiadujgcych
komorek umozliwiajgce bezposrednie przekazywanie sygnatow zbudowane sg z
koneksyny. W btonie $luzowej macicy ludzi, a takze gryzoni i krolikéw ziden-
tyfikowano trzy koneksyny (ang. Connexins - Cx): C26, Cx32 oraz Cx 43 [15].
Tworzenie i funcjonowanie pofaczen szczelinowych determinuje receptywnos¢ en-
dometrium i przebieg wczesnej fazy implantacji. Granot i wsp.[11] Stwierdzili,
ze zar6wno estrogeny, jak i progesteron stymulujg ekspresje genu Cx 43 oceniang
na poziomie mRNA oraz biatka w endometrium odnotowujac najwyzsze wartosci
miedzy 21 i 25 dniem cyklu. Przypuszcza¢ mozna, ze dezintegracja potagczen mie-
dzykomérkowych w nastepstwie obnizenia stezeh obu steryddéw przed miesigczka
moze odgrywal wazng role w przebiegu krwawienia miesigczkowego.

Ciagtos¢ nabtonka zabezpieczonajest kilkoma typami przyczepdw mechanicznych
[22]. Desmosomy, ktdrych inegralng sktadowg sg transbtonowe biatka kadheryny,
facza cytoszkielety sasiadujgcych komorek. W tak zwanych pofaczeniach zwie-
rajacych (ang. Adherens junctions) kadheryny tgcza sie za posrednictwem a, [3
i Ykatenin (ang. catenin) z filamentami aktynowymi wewnatrz komérki przylegajacej
[31]. W czasie krwawienia miesigczkowego komdrki z warstwy czynnosciowej
endometrium tracg czasteczki kompleksow desmosomoOw oraz potgczen zwiera-
jacych, ktérych elementy zostaty zidentyfikowane w macierzy pozakomérkowej
i dochodzi do dezintegracji btony S$luzowej macicy.
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Il. TEORIA NACZYNIOWA

Hipoteza zaktadajgca, ze regulacja unaczynienia btony $luzowej macicy ma klu-
czowe znaczenie w mechanizmie krwawienia miesigczkowego, zostata sformutowana
na podstawie obserwacji, ze pod koniec fazy wydzielniczej nastepuje zmiana mor-
fologii tetniczek spiralnych, a takze zaburzenie funkcji bton komérkowych $rod-
btonka naczyrn endometrium, wwyniku czego dochodzi do gromadzenia i przylegania
ptytek krwi, tworzenia zakrzepéw, wynaczynienia krwi i martwicy tkanki [16,20].
Badania Ishihary i wsp. [14] wykazaly, ze PGF2a jest iloSciowo dominujgcg pro-
staglandyng w btonie Sluzowej macicy w przebiegu cyklu pitciowego, a takze ze
najwieksze nasilenie jej syntezy wystepuje w fazie miesigczkowej [21]. Stwierdzono
takze, ze koncentracja receptora dla prostaglandyny F2a w tetnicach spiralnych
endometrium pod koniec fazy wydzielniczej jest najwyzsza [21]. Ttumaczy to me-
chanizm skurczu naczyn powodujacy niedokrwienie warstwy czynnosciowej btony
$luzowej macicy i wystapienie krwawienia miesigczkowego.

I1l. TEORIA REAKCJI ZAPALNEJ

Teoria ta zostata sformutowana przez Fina i Pope [7]. W zrebie btony $luzowej
macicy okoto 20% komdrek stanowig elementy morfotyczne uktadu immunolo-
gicznego (makrofagi, eozynofile, neutrofile, komérki tuczne, limfocyty T i B), przy
czym w okresie przedmiesigczkowym stwierdzono ich najwieksze nagromadzenie
[2,3,25]. Uwalniane przez leukocyty proteazy ielastaza dezintegrujg btone podstawng
naczyn oraz substancje pozakomérkowsg [16,19].

Wystepujacy przed miesigczkag obrzek podscieliska jest nastepstwem wzrostu
przepuszczalnosci naczyn krwionosnych. Naczyniowo-srodbtonkowy czynnik wzro-
stu (VEGF) wytwarzany przez neutrofile endometrium oprocz dziatania mitogennego
na srodbtonek jest silnym czynnikiem zwiekszajgcym przepuszczalno$¢ naczyn
krwionosnych [23,34]. Stwierdzono, ze w bionie $luzowej macicy wystepujg neu-
trofile zarébwno syntetyzujace VEGF (warianty: VEGF 121 i VEGF 165), jak i
nie wykazujagce tej wiasciwosci [4,18].

Zaobserwowano, ze endometrium mazdolno$é syntetyzowania czynnika martwicy
nowotworow - TNFa, przy czym pikjej nasilenia wystepowat w fazie miesigczkowej.
Badania immunohistochemiczne wykazaty, ze ilos¢ receptora TNFa zaréwno typu
I (TNFr-1), jak i typu Il (TNFr-11) w endometrium jest zblizona w przebiegu
cyklu [32]. Sadzi¢ wiec nalezy, ze zmiany w ilosci TNFa a nie zmiany w re-
ceptywnosci tkanki odpowiadajg za przebieg miesigczkowania. Udziat TNFa w
cyklu endometrialnym zwigzany jest z dziataniem [30,33]:
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- hamujgcym proliferacje i indukujagcym apoptoze nabtonka endometrium,
zaburzajacym funkcje naczyn krwionosnych,
pobudzajgcym wytwarzanie metaloproteinaz (MMP-2, MMP-7, MMP-9, stro-
meliziny),
wywotujacym dysocjacje komorek nabtonkowych [7].
Komérki uktadu immunologicznego satez zrodtem innych biologicznie aktywnych
substancji powodujacych degradacje macierzy pozakomérkowej, dezintegracje na-
btonka oraz obkurczenie tetniczek spiralnych, niedokrwienie i martwice tkanki

[6].

V. TEORIA ZEGARA BIOLOGICZNEGO
OPARTEGO NA PROGRAMOWANEJ SMIERCI KOMOREK

Komorki btony sluzowej macicy ulegajg eliminacji z tkanki drogg programowanej
Smierci. Apoptoza komorek endometrium regulowana jest przez sterydy piciowe,
a takze obnizenie stezenia niektérych cytokin we krwi, np. interleukiny 2 ,IL-3,
IL-13, CSF-1, prowadzi do zapoczatkowania kaskady zjawisk prowadzacych do
$Smierci komdrek [33]. Badania na myszach wykazaly, ze estrogeny powodujg pro-
liferacje komorek nabtonkowych endometrium, za$ eliminacja estrogenéw - apoptoze
[24]. U chomikéw operacyjne usuniecie gonad powodowato juz po 24 godzinach
wystgpienie apoptozy w endometrium [26]. Wycieciejajnikdéw krélikom powodowato
gwattowny spadek koncentracji progesteronu, w czego nastepstwie indukowana
bytaapoptoza komérek endometrium. W badaniach na matpach wykazano, ze podanie
antagonisty progesteronu RU 486 wywotywato apoptoze nabtonka btony $luzowej
macicy [27]. Eksperymenty, wybi6rczo zacytowane z do$é obfitego piSmiennictwa,
wykazujg, ze apoptoza endometrium zalezy od cyklicznych zmian stezenia zaréwno
estrogendw, jak i progesteronu we krwi. Badania Gebel i wsp. [9] wykazaly, ze
zmniejszenie spontanicznej apoptozy komoérek endometrium moze odgrywac role
w patogenezie endometriozy.

Sterydy piciowe nie sa jedynymi regulatorami programowanej Smierci komérki,
takze niektdre cytokiny i czynniki wzrostu (np. TNFa) mogqa ja zapoczgtkowaé
[10,29].

Ztuszczenie btony $luzowej macicy i wystagpienie krwawienia miesigczkowego
jest zjawiskiem ztozonym. Jego prawidtowy przebieg uwarunkowany jest zmianami
zachodzgcymi w przebiegu catego cyklu endometrialnego, w ktdérych fluktuacje
stezenia sterydoéw piciowych wydzielanych przez gonady odgrywa gtdéwng role
[28,35].
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POLISPERMICZNE ZAPLODNIENIE U PTAKOW -
ROLA DNaz W DEGRADACJI NADLICZBOWYCH
PLEMNIKOW*

POLISPERMIC FERTILIZATION IN BIRDS -
THE ROLE OF DNases IN DEGRADATION
OF SUPERNUMERARY SPERMATOZOA

Urszula STEPINSKA, Bozenna OLSZANSKA
Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN, Jastrzebiec k. Warszawy

Streszczenie: Ptaki charakteryzujg sie fizjologiczng polispermia, oznacza to, ze liczne plemniki wnikaja
do cytoplazmy jaja podczas normalnego zaptodnienia, ale tylko jedno z utworzonych przedjadrzy
meskich uczestniczy w tworzeniu jadra zygoty. Natomiast wszystkie nadliczbowe przedjadrza meskie
degeneruja we wczesnym okresie bruzdkowania. Dotychczas nie zostato wyjasnione, co w istocie dzieje
sie ztymi nadliczbowymi przedjadrzami ijaki mechanizm odpowiada za ich degradacje. Wyniki naszych
badan wskazuja, ze w oocytach przepiérki japonskiej wystepujag DNazy | i Il, zdolne do degradacji w
warunkach in vitro nagiego DNA faga X, jak réwniez DNA zawartego w plemnikach przepiorki.
Przypuszczamy, ze enzymy te moga rozktada¢ DNA pochodzace z nadliczbowych plemnikéw wnikaja-
cych do jaja ptaka podczas polispermicznego zaptodnienia, a wiec sg jednym z czynnikéw pdznego
cytoplazmatycznego bloku przeciwko polispermii. Obecnos$¢ duzych aktywnosci DNaz w oocytach moze
réwniez thumaczy¢ trudnosci w otrzymywaniu ptakéw transgenicznych metodg nastrzykniecia obcego
DNA do cytoplazmy zaptodnionego jaja.

(Postapy Biologii Komérki 2001; 28 supl. 18: 103-110)

Stowa kluczowe: ptaki, oocyty, polispermiag, DNaza

Summary: Birds exhibit physiological polyspermy, i.e. numerous spermatozoa enter the cytoplasm of an
oocyte during normal fertilization, but only one sperm nucleus participates in formation of a zygote
nucleus, whereas the accessory sperm nuclei degenerate at the early cleavage stages. The fate of
supernumerary sperm nuclei and the mechanism responsible for their degradation are not clear. The
results of our in vitro studies showed, in oocytes of the Japanese quail, the existence of high DNase | and
Il activities which are able to digest not only naked phage X DNA but also DNA contained in quail
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sperm. We suppose that the enzymes participate in degradation of DNA of supernumerary sperm entering
the oocyte during polyspermic fertilization in birds. Thus they could be one of the factors of the late block
to polyspermy in the cytoplasm of avian eggs. The presence of high DNase activities in avian oocytes
might be also responsible for difficulties in obtaining transgenic birds by microinjection of exogenous
DNA into the cytoplasm of ferilized ovum.

(Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18: 103-110)
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WSTEP

U ptakdw wystepuje fizjologiczna polispermia, tzn. ze podczas normalnego za-
ptodnienia do cytoplazmy jaja wnika kilka do kilkudziesieciu (niekiedy do kilkuset)
plemnikéw [4, 11, 12, 18]. Mozna to wigza¢ z nieobecnoscig w oocytach ptakéw
ziaren korowych [2], a wiec z brakiem reakcji korowej i bloku przeciwko polispermii
po wniknieciu pierwszego plemnika, ktére obserwujemy np. ujezowcow czy ssakow
[7, 19]. Zaptodnienie polispermiczne u ptakow wydaje sie konieczne do aktywacji
duzych, bogatych w zo6ttko jaj tych zwierzat. Jajo ptaka jest zaptadniane w lejku
jajowodu w ciggu 15-30 min od owulacji [4, oraz nasze obserwacje], po czym
wedruje ono w dét jajowodu. W ciggu kilku minut po wniknieciu pierwszej partii
plemnikéw, gdy jajo znajduje sie na granicy lejka i magnum, zostaje ono otoczone
zewnetrzng btong zéttkowa [4]. Blona ta stanowi bariere przed nadmierng poli-
spermia, gdyz nastepne plemniki nie sg juz zdolne do jej penetracji i zostajg w
niej uwiezione.

Jadra wszystkich plemnikéw, ktore wniknety do blastodysku, peczniejg i prze-
ksztalcaja sie w przedjadrza meskie; liczba ich u kury wynosi od kilku do Kil-
kudziesieciu [11, 12]. Sposrdd licznych przedjadrzy meskich tylko jedno zajmuje
centralng pozycje w blastodysku obok przedjadrza zenskiego i tworzy z nim jadro
zygoty. Pozostate przedjadrza meskie przesuwane sg na obrzeze blastodysku i chociaz
niektdre z nich moga przechodzi¢ pierwszy podziat mitotyczny, ostatecznie wszystkie
zanikaja we wczesnym okresie bruzdkowania [12, 18]. Dotychczas proces ten nie
zostat doktadnie poznany i wiasciwie nie bylo wiadomo, co tak naprawde dzieje
sie z dodatkowymi przedjgdrzami meskimi i pochodzacym z nich DNA.

Przesuwanie sie dodatkowych przedjadrzy meskich z miejsca wnikniecia ple-
mnikow na potkuli animalnej jaja w kierunku pétkuli wegetatywnej obserwowano
réwniez u polispermicznej traszki, Cynops pyrrhogaster [6]; jednakze w przeciw-
ienstwie do ptakéw przedjadrza te nie dzielg sie i degenerujgjeszcze przed pierwszym
podziatem bruzdkowania.

Poniewaz zarodek ptaka, jak iinnych zwierzat polispermicznych, pomimo wnik-
niecia do jaja wielu plemnikéw, rozwija sie przy udziale tylko jednego przedjadrza
meskiego, to u tych zwierzat musi istnie¢ w jaju pewnego rodzaju pézny cyto-
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plazmatyczny blok przeciwko polispermii, zapewniajagcy prawidtowy rozwoéj za-
rodkowy. Mechanizm ten nie zapobiegatby wnikaniu do jaja wiekszej liczby ple-
mnikéw, lecz uniemozliwiatby juz powstatym przedjgdrzom meskim - z wyjatkiem
jednego - potaczenie z przedjadrzem zenskim.

Metodg powszechnie stosowang u ssakow dla otrzymania osobnikéw transge-
nicznych jest wprowadzanie obcego DNA do genomu poprzez mikroiniekcje do
jednego z przedjadrzy zaptodnionego jaja. U ptakow metody takiej stosowac nie
mozna, gdyz przedjgdrza sg zamaskowane obecnoScig duzej iloSci z6ttka w jaju,
a ponadto, ze wzgledu na zaptodnienie polispermiczne, jest ich wiele i nie wiadomo,
ktére z nich wezmie udziat w tworzeniu jadra zygoty. Dlatego tez obce DNA
wprowadza sie do genomu ptaka (kura, przepiorka) za pomocg mikroiniekcji do
cytoplazmy zaptodnionego jaja w centrum blastodysku, gdzie powinny znajdowaé
sie przedjadrza tworzgce jadro zygoty. Wprowadzony w ten spos6b DNA utrzymuje
sie w zarodku ptaka w formie episomalnej i chociaz poczatkowo moze ulegaé
replikacji, to jednak stopniowo zanika we wczesnym okresie embriogenezy [13,
14]. Moze to by¢ jedng z przyczyn niepowodzen w uzyskiwaniu ptakow trans-
genicznych metoda wstrzykniecia DNA do cytoplazmy zaptodnionego jaja [9, 10].

Powyzsze dane nasunety nam przypuszczenie, ze w oocytach ptaka wystepuja
enzymy nukleolityczne (DNazy) zdolne do degradacji dodatkowego DNA we wczes-
nych zarodkach.

W zwiazku z tym badania nasze miaty na celu stwierdzenie ewentualnej obecnosci,
a nastepnie identyfikacje i okreslenie poziomu aktywnosci tych enzyméw w oocytach
przepiorki.

MATERIAL | METODY

Materiat do badar stanowity ekstrakty przygotowane z blastodyskow oocytdéw
przedowulacyjnych i z catych oocytow na wczesniejszych etapach oogenezy (o
Srednicy 1-4 mm) przepidrki japonskiej (Cotumix coturnix japonica) [15, 17].

Aktywno$é enzymatyczng rozktadajagca DNA w tym materiale oceniano w wa-
runkach in vitro na podstawie degradacji substratu: nagiego DNA (k DNAJHind
1) lub DNA zawartego w plemnikach przepidrki odmytych od plazmy nasienia,
po inkubacji z ekstraktami z oocytow. Rozktad DNA oceniano elektroforetycznie
(po oczyszczeniu od biatek metodg fenolowg) w zelu agarozowym barwionym brom-
kiem etydyny. Substrat DNA z faga X strawiony enzymem restrykcyjnym Hind
Il wykazuje po elektroforezie w zelu agarozowym 6 wyraznych prazkéw DNA.
Po inkubacji z DNaza prazki te ulegajg mniejszej lub wiekszej degradacji, zaleznie
od stezenia enzymu.
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Warunki inkubacji substratéw z ekstraktami z oocytéw dobrano tak, aby mozna
byto wykry¢ obecno$¢ dwoch DNaz powszechnie wystepujacych w organizmach
eukariotycznych - DNazy | i DNazy Il [15, 17]. Obecno$¢ DNazy | badano w
buforze: 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM MgCI2, a DNazy Il - w 100 mM
octanie sodu, pH 4,8, 5 mM EDTA. Doswiadczenia kontrolne z zastosowaniem
handlowych preparatow DNaz | i Il potwierdzity brak rozktadu DNA przez DNaze
I w warunkach optymalnych dla DNazy Il i vice versa. Na ogét stosowano ekstrakty
o stezeniu 200 pg biatka/ml. W probie kontrolnej substrat inkubowano w obecnosci
albuminy surowicy bydlecej (BSA).

WYNIKI

Ekstrakty z blastodyskéw oocytow przedowulacyjnych przepiérki powodowaty
wyrazng degradacje ADNAJHind Ill zaré6wno w warunkach optymalnych dla DNazy
I, jak i dla DNazy Il (ryc. 1) [15, 16]. Degradacja substratu byta wprost pro-

RYCINA 1 Degradacja DNA przez ekstrakty zbla- RYCINA 2. Degradacja DNA zawartego w ple-
stodyskéw oocytow przedowulacyjnych przepiorki.  mnikach przepiorki przez ekstrakt z blastody-
Elektroforeza w 0,7% zelu agarozowym X skéw oocytéw przedowulacyjnych przepidrki;
DNAJHind 11 (4 pg/ml) inkubowanego 1godz. w elektroforeza w 0,7% zelu agarozowym DNA z
37°C z ekstraktem (200 pg biatka/ml) w 400 pl  plemnikéw (2x106) inkubowanych 24 godz. w
mieszaniny, w warunkach optymalnych dla DNazy = 41°C z ekstraktem (-500 pg biatka/ml) w 400 pl
I (a-d) lub dla DNazy Il (e-g): a- kontrola (DNA  mieszaniny, w warunkach optymalnych dla DNa-
+ BSA), b - DNA + ekstrakt, c - DNA + ekstrakt  zy | (a-c) lub dla DNazy Il (d-f): a - kontrola
inaktywowany przez 5 min w 100°C, d - DNA +  (plemniki + BSA), b - plemniki + ekstrakt, ¢ -
ekstrakt + 20 mM EDTA, e - kontrola (DNA + plemniki + DNaza | (0,02 KU/ml), d - kontrola
BSA), f - DNA + ekstrakt, g - DNA + ekstrakt  (plemniki + BSA), e - plemniki + ekstrakt, f -
inaktywowany przez 5 min w 100°C plemniki + DNaza Il (0,02 KU/ml)
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porcjonalna do stezenia biatka w ekstrakcie. Aktywnos$ci DNaz w ekstraktach ulegaty
catkowitemu zahamowaniu po ich termicznej inaktywacji. W warunach optymalnych
dla DNazy Il rozktad substratu przez ekstrakty z oocytow byt wiekszy niz w wa-
runkach optymalnych dla DNazy I. W celu oszacowania aktywnos$ci DNazy 1 i
Il w blastodyskach oocytéw przepioérki porownano degradacje DNA przez ekstrakty
z blastodyskoéw z rozktadem substratu przez rézne stezenia handlowych preparatoéw
DNazy 1 i Il (o znanej aktywnos$ci wiasciwej), w warunakch optymalnych dla
danego enzymu. Oszacowano, ze w przeliczeniu na 1 blastodysk oocytu przed-
owulacyjnego przepiorki aktywnos¢ DNazy | wynosi -3 x 1CT3jednostek Kunitza
(KU), a aktywnos$¢ DNazy Il -4 x 1CT2 KU, a wiec aktywno$¢ DNazy |l wydaje
sie by¢ -10 razy wyzsza niz DNazy |.

StwierdziliSmy, ze aktywno$¢ DNazy | zmienia sie w trakcie oogenezy [16].
Najwiekszg aktywno$¢ enzymu obserwowano w blastodyskach oocytow przedowu-
lacyjnych. Po inkubacji X DNAJHind Il z ekstraktami z blastodyskéw stwierdzano
praktycznie catkowitg degradacje charakterystycznych dla tego DNA prazkéw. Na-
tomiast nizszg aktywno$¢ DNazy | stwierdziliSmy w oocytach prewitellogenicznych
i najmtodszych witellogenicznych. Po inkubacji substratu z ekstraktami z catych
oocytéw w tym stadium pozostawaty jeszcze widoczne charakterystyczne prazki
DNA/Hind Ill, ale znacznie stabsze niz w przypadku kontroli. Mozna wiec przy-
puszcza¢, ze DNaza | gromadzi sie w oocytach ptaka w trakcie ich wzrostu.

W przypadku uzyciajako substratu plemnikoéw przepiorki okazato sie, ze ekstrakty
z blastodyskoéw oocytow przedowulacyjnych powodowaly degradacje DNA znaj-
dujacego sie w plemnikach zaréwno w warunkach optymalnych dla DNazy I, jak
i DNazy Il (ryc. 2). Nalezy zauwazy¢, ze degradacji DNA zawartego w plemnikach
przepiorki nie obserwowano w reakcjach kontrolnych, gdzie plemniki przepiorki
byty inkubowane bez dodatku ekstraktu.

DYSKUSJA

Wyniki naszych badan wskazujg na istnienie duzej aktywnosci DNaz w oocytach
przepiorki. Aktywnos$¢ ta obejmuje zardbwno DNaze |, jak i DNaze Il, gdyz X
DNAJHind Il moze by¢ degradowane przez ekstrakty z blastodyskow oocytow
przedowulacyjnych w warunkach optymalnych dla DNazy | (pH obojetne, obecnosé
jondw Mg2+), jak i dla DNazy Il (pH kwasne, obecnos¢ EDTA). Odpowiedni
sktad mieszaniny inkubacyjnej umozliwiat badanie aktywnosci tylko jednej z dwdch
DNaz, albo DNazy | albo DNazy Il, a nie dwdch jednoczesnie. Poréwnujac stopien
rozktadu DNA po inkubacji z ekstraktami z oocytéw z rozktadem przez rdzne
stezenia handlowych preparatdw DNazy | i DNazy Il szacunkowo obliczono, ze
aktywnos$¢ enzymatyczna DNazy Il w blastodysku oocytu przedowulacyjnego prze-
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piérki jest -10 razy wyzsza niz DNazy |. Obecno$é duzych aktywno$ci DNazy
i Il wblastodyskach przedowulacyjnych oocytéw ptaka sugeruje mozliwo$¢ udziatu
tych enzyméw w degradacji DNA pochodzgcego z dodatkowych plemnikéw wni-
kajagcych do cytoplazmy jaja ptaka podczas polispermicznego zaptodnienia.

Nasuwa sie pytanie, dlaczego w oocytach ptaka obecne sg dwie DNazy i ktéra
z nich moze by¢ aktywna w jaju po zaptodnieniu. Prawdopodobnie aktywnos$¢
tych DNaz jest regulowana poprzez pH i dostepnos$é jonéw dwuwartosciowych
w bezposrednim sasiedztwie plemnikéw po ich wniknieciu do jaja. Brak jest danych
na temat pH w komérkach wczesnych zarodkéw ptakéw. Wiemy natomiast, ze
z0%tko potozone bezposrednio pod blastody skiem oocytow czy pod tarczka zarodkowg
ptakéw ma pH kwasne -6 [8, 16], a biatko przylegajace do zewnetrznej strony
wczesnych zarodkbw ma pH zasadowe powyzej 8 [8, 16]. Tak wiec przeciwne
srodowiska: zasadowe - biatka, a kwasne - z6ttka mogtyby, poprzez oddziatywanie
na najblizszg okolice wczesnych zarodkdéw, umozliwiac¢ dziatanie odpowiednio DNa-
zy | lub IL

Wyniki nasze wskazuja, ze aktywno$¢ DNazy typu | jest akumulowana w oocycie
w trakcie oogenezy ijest najwyzsza w blastodyskach najwiekszych oocytow witel-
logenicznych, gdzie moze by¢ wkrétce potrzebna do degradacji dodatkowych przed-
jadrzy meskich tuz po zaptodnieniu. Przeciwna sytuacja byta obserwowana u ssakéw,
w oocytach szczura. Metodg histochemiczng Boone i Tsang [1] wykazali obecno$¢
DNazy | w miodszych oocytach pochodzacych z niedojrzatych pecherzykéow jaj-
nikowych, natomiast nigdy nie obserwowano obecnosci enzymu w oocytach z doj-
rzatych antralnych pecherzykéw jajnikowych. Obecnos$é aktywnosci DNazy | w
mitodszych oocytach (a takze w komdrkach ziarnistych dojrzatych pecherzykéw
jajnikowych i komorkach ciatka z6ttego) autorzy korelujg z degradacjg DNA zwia-
zang z procesami apoptozy zachodzacymi w jajniku. U ssakéw w warunkach fi-
zjologicznych do jaja podczas zaptodnienia moze wnikac tylko jeden plemnik [19].
Tak wiec aktywno$¢ DNaz w prawidtowych oocytach ssakéw bytaby zbedna, a
nawet szkodliwa. Jednakze zaptodnienie polispermiczne jaj ssaczych jest czesto
obserwowane w warunkach doswiadczalnych, np.w przypadku nadmiaru plemnikéw
przy zaptodnieniu in vitro lub w warunkach in vivo, np. przy op6znionej, w stosunku
do owulacji, inseminacji. W przeciwienstwie do ptakéw, zaptodnienie polispermiczne
u ssakéw jest na og6t patologiczne, gdyz liczne plemniki, ktére wniknety do jaja,
nie sa degradowane i zwykle prowadzi do nieprawidtowego rozwoju zarodkowego
[3, 5, 19].

U wiekszos$ci zwierzat wystepuje zaptodnienie monospermiczne, gdyz wytworzyly
one mechanizmy (tzw. blok przeciwko polispermii), ktore zabezpieczajg komorke
jajowa przed wniknieciem do niej wiekszej niz jeden liczby plemnikow [7, 19].
Mechanizmy te obejmujg szybki, ale przejsciowy blok przeciwko polispermii zwiga-
zany z depolaryzacjg btony plazmatycznej oocytu po wniknieciu plemnika oraz
trwaty blok okreslany mianem reakcji korowej. Reakcja korowa polega na uwalnianiu
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sie na powierzchni zaptodnionego jaja enzymow zawartych w ziarnach korowych,
potozonych tuz pod powierzchnig oocytu. Enzymy te powodujg modyfikacje oston
jajowych i/lub powierzchni oocytu, ktére uniemozliwiaja wnikniecie dodatkowych
plemnikdw.

U ptakéw brak bloku zapobiegajgcego wnikaniu wielu plemnikéw do jaja [4,
11, 12, 18] mogtby by¢ rekompensowany wysoka aktywno$cig DNaz, zakumu-
lowanych w oocycie w trakcie oogenezy. Enzymy te mogg bra¢ udziat w degradacji
DNA pochodzacego z dodatkowych przedjadrzy meskich w cytoplazmie jaj juz
po zaptodnieniu. Tak wiec DNazy w blastodyskach oocytéw przedowulacyjnych
moga by¢ jednym z elementéw pdznego cytoplazmatycznego bloku przeciwdzia-
fajacego polispermii u ptakow. Nasze wstepne doswiadczenia, w ktérych jako substrat
byty uzywane plemniki przepiorki, wykazaty, ze ekstrakty z blastodyskow przed-
owulacyjnych oocytéw przepiorki w warunkach in vitro sg zdolne do degradacji
nie tylko nagiego DNA, ale rowniez DNA zawartego w plemnikach ptaka.

Zanik we wczesnej embriogenezie sekwencji obcego DNA, wprowadzanego do
blastodysku zaptodnionego jaja [13, 14] i niska wydajno$¢ uzyskiwania ptakow
transgenicznych metodg mikroiniekcji plazmidowego DNA do cytoplazmy zapto-
dnionego jaja [9, 10] moze réwniez by¢ skutkiem obecnosci DNaz w oocytach.

Nasuwa sie oczywiscie pytanie, dlaczego jednak nie wszystkie przedjagdrza meskie,
wyksztatcone w blastodysku jaja ptaka po zaptodnieniu, sg niszczone przez DNazy,
ajedno z nich nie ulega degradacji i moze uczestniczy¢ w tworzeniu jadra zygoty.
Mechanizm odpowiedzialny za to nie jest znany. By¢ moze jest to zwigzane z
lokalizacja tego jedynego przedjadrza meskiego w blastodysku, z gradientem aktyw-
nosci DNaz, z obecnoscig jakich$ inhibitoréw DNaz, czy moze ze szczeg6lnymi
cechami tego jedynego plemnika. Problemy zwiazane z degradacjg plemnikdéw przez
zawarte w oocytach ptakdw DNazy i z mechanizmem wyboru jedynego plemnika
do zaptodnienia i jego ochrong przed degradacjg sa obecnie przedmiotem naszych
badan.
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Streszczenie: Kwasne glikozydazy (EC 3.2.1.) w jadrze ssakow wystepujg w lizosomach komdrek
somatycznych i ptciowych. W komérkach rozrodczych podczas spermatogenezy pojawiaja sie ich formy
akrosomowe, a lizosomowe zostajg odrzucone. Dojrzewanie plemnikéw zachodzi w najadrzu. W
procesie tym powierzchniowe glikoproteiny plemnika moga by¢ eliminowane, maskowane i modyfiko-
wane przez proteinazy, glikozylotransferazy oraz kwasne glikozydazy, ktore sg syntetyzowane i wydzie-
lane gtéwnie przez komdrki nabtonkowe. Sugeruje sie, ze kwasne glikozydazy biorg udziat w wigzaniu
sie plemnika z glikoproteinami powierzchniowymi ostony przejrzystej jaja. W ,,Roli kwasnych glikozy-
daz w procesie zaptodnienia” napotyka sie wiecej intrygujacych zagadek niz wyjasniajacych rozstrzyg-
nie¢. Ostatnio pojawily sie przekonujagce dowody wyjasniajace jedng z nich: dlaczego kwasne
glikozydazy wykazujace optimum aktywnosci w kwasnym zakresie pH wystepuja i moga funkcjonowaé
w neutralnym $rodowisku drdg rozrodczych. Stwierdzono bowiem, ze aktywno$¢ kwasnych glikozydaz
w neutralnym $rodowisku ujawnia sie wobec ich specyficznych (naturalnych) substratow, a proces ten
moze dodatkowo by¢ uwarunkowany stopniem asocjacji/dysocjacji podjednostek enzymatycznych.
(Postepy Biologii Komérki 2001; 28 supl. 18: 111-121)

Stowa kluczowe: kwasne glikozydazy, zaptodnienie

Summary: In mammalian testes, acid glycosidases (EC 3.2.1.) are found in lysosomes of somatic and
germ cells. Their acrosomal forms appear at the stage of spermatogenesis in reproductive cells, while
their lysosomal forms are discarded. Maturation of spermatozoa takes place in the epididymis. In this
process, surface glycoproteins of the spermatozoon can be eliminated, masked and modified by protei-
nases, glycosyltransferases and acid glycosidases, which are synthesized and secreted by epithelial cells.
It has also been suggested that acid glycosidases are involved in binding the spermatozoon to surface
glycoproteins of the zona pellucidaofan ovum. More puzzling questions than conclusive evidence appear
from studies on the role of acid glycosidases in the fertilization process. Recent studies have provided
conclusive evidence to answer the question why acid glycosidases, although optimally active in the acid
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pH range, occur and can function in the neutral pH environment of the reproductive tract. It turned out
that acid glycosidases become active in the neutral environment in the presence of their specific (natural)
substrates, and that this process can be additionally conditioned by the degree of association/dissociation
between enzymatic subunits.

(Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18 : 111-121)

Key words: acid glycosidases, fertilization

Kwasne glikozydazy lizosomowe i akrosomowe, ze wzgledu na ich wysoka
aktywnos$¢ w meskim uktadzie rozrodczym ssakdw, byty od dawna podejrzewane
o petnienie istotnej roli w procesie zaptodnienia. Pomimo wieloletnich badan w
dalszym ciggu wiedza na ich temat ma istotne luki.

Jedna z powaznych przeszkéd w zrozumieniu funkcji tych enzyméw byta aktyw-
nos¢ kwasnych glikozydaz w bardzo niskim pH, podczas gdy najobficiej wystepuja
one w neutralnym srodowisku ptynu najadrzowego odpowiedzialnego za modyfikacje
powierzchni plemnikéw podczas dojrzewania. Ta sprzeczno$¢ zostata w ostatnich
latach wyjasniona. Uzyskano dane eksperymentalne wskazujace na to, ze optimum
dziatania kwasnych glikozydaz moze by¢ zblizone do neutralnego, a to wtedy kiedy
enzymy dziatajg na naturalne substraty oraz jesli wystepujg we wiasciwym stanie
asocjacji/dysocjacji swoich podjednostek.

Z drugiej strony, zdawatoby sie najbardziej pewny i udokumentowany udziat
tych enzymow w trawieniu ostonki przejrzystej jaja zostat zakwestionowany przez
mechanistyczng koncepcje forsowania tej ostony przez plemnik oraz przez dowody
eksperymentalne wskazujace na to, ze ,,znokautowane” myszy, ktérych plemniki
pozbawiono tak kluczowych enzymow, jak: proakrozyna/akrozyna i hialuronidaza,
potrafig skutecznie zaptadnia¢ oocyty.

W tej sytuacji wiekszego znaczenia nabiera poznanie ogo6lnego planu budowy
kwasnych glikozydaz oraz potranslacyjnych zmian zachodzacych w ich czgsteczkach;
od syntezy do momentu dostarczenia ich do miejsca przeznaczenia (lizosom, akrosom,
ptyn najadrzowy). Istotne sg zaréwno modyfikacje w obrebie czesci biatkowej czg-
steczki enzymu, w ktérych biorg udziat proteinazy, jak i dotyczace czesci glikanowej,
przebiegajace z udziatem glikohydrolaz.

Kwasne glikozydazy mozna rozpatrywac tgcznie z glikozylotransferazami, ktdre
towarzyszg im od momentu syntezy poprzez potranslacyjng obrobke az po wspdlng
obecno$¢ w ptynie najadrzowym i prawdopodobnie skoordynowane dziatanie.

WSTEP

Glikohydrolazy lizosomowe i akrosomowe dziatajgce w kwasnym zakresie pH
(3,5-5,5) wykazujg wysoka specyficzno$é substratowa. Enzymy te katalizujg hy-
drolize koncowych reszt cukrowych glikanowych komponentéw w glikoproteinach
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i glikolipidach. Rozr6zniajg one rygorystycznie rodzaj wigzania glikozydowego,
hydrolizujac wytacznie wigzania a lub [3 [38]. Ich nazewnictwo oparte jest na
nazwie cukrowego substratu. Tak wiec glukozydaza bedzie hydrolizowata tylko
reszty glukozowe, a mannozydaza tylko mannozylowe. In vivo, enzymy te dziataja
sekwencyjnie w taki sposob, ze produkt dziatania jednego enzymu staje sie sub-
stratem dla nastepnego [17].

Kwasne glikozydazy sg glikoproteinami przechodzacymi przez skomplikowany
proces ,,dojrzewania” zwigzany z ,,obrobka” komponenty zaréwno biatkowej, jak
i oligosacharydowej. Plemniki ssakéw zawierajg liczne kwasne glikozydazy o wias-
nosciach Kkatalitycznych i immunologicznych podobnych do hydrolaz obecnych w
lizosomach. Tak wiec informacje dotyczgce biosyntezy i transportu docelowego
enzymow lizosomowych moga by¢ przydatne w rozszyfrowaniu biogenezy akrosomu
[17].

Pojedyncza czasteczka glikohydrolazy moze posiada¢ wielokrotne N-glikanowe
tancuchy typu wysokomannozowego, kompleksowego (bi-, tri- i tetraantenowego)
i hybrydowego. Nowosyntetyzowane enzymy sg przenoszone z miejsca ich syntezy
w siateczce Srodplazmatycznej poprzez aparat Golgiego, gdzie uzyskujg marker
mannozo-6-fosforanowy (M-6-P), ktory petni funkcje ligandu wigzacego sie z man-
nozo-6-fosforanowymi receptorami (MPR) [17, 21].

Pecherzyki transportujace zawierajgce kompleks receptora z ligandem oddzielajg
sie od aparatu Golgiego dostarczajagc kompleks do endosomow, gdzie ulega on
dysocjacji w niskim pH. Hydrolazy lizosomowe sg umieszczane w lizosomach,
a receptory ulegaja recyklizacji do aparatu Golgiego albo do btony komorkowej.

Dwa receptory zostaty zidentyfikowane: kationo-zalezny (CD-MPR) oraz ka-
tiono-niezalezny (CI-MPR). W komérkach somatycznych CD-MPR kieruje gliko-
proteiny zawierajgce M-6-P do lizosoméw, podczas gdy CI-MPR jest wielo-
funkcyjny; wystepujac wewnatrz komdrki przesyla majgce M-6-P glikoproteiny
do lizosomow, za$ wystepujac na powierzchni komérki posredniczy w endocytozie
tych glikoprotein. Brak dowolnego z tych receptorow w kulturach komorkowych
powoduje wydzielanie nowosyntetyzowanych hydrolaz lizosomowych do srodowiska
[24, 25]. Mysz pozbawiona CD-MPR w spos6b wzmozony wydziela enzymy li-
zosomowe do ptyndw ustrojowych, przy czym ich zawarto$¢ w tkankach pozostaje
na zwyklym poziomie, z czego by wynikato, ze wydzielane enzymy moga by¢
wychwytywane w drodze endocytozy z udziatem CI-MPR. Nalezy zaznaczy¢, ze
w przypadku defektu komaérki, w wyniku ktérego brakuje receptoréw MP lub markera
M-6-P, ujawniajg sie inne, dotychczas nie rozpoznane drogi kierowania hydrolaz
do lizosoméw [25].

Z ostatnio opublikowanej pracy [9] wynika, ze zaden z receptoréw M-6-P nie
jest potrzebny do docelowego transportu (3-galaktozydazy, a-mannozydazy i (3
N-acetyloheksozaminidazy do akrosomu. Uzyskane dane sugeruja, ze albo akrosom
nie wykorzystuje typowej drogi transportu docelowego do lizosoméw, albo moze
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wykorzystywa¢ mechanizmy typowe dla transportu docelowego biatek wydziel-
niczych. Natomiast formowaniu sie akrosomu podczas spermiogenezy towarzyszy
ciggta reorganizacja. RGzne biatka, w tym hydrolazy zmieniajg swoje usytuowanie
w obrebie akrosomu, zajmujac swoje pozycje strategiczne przed reakcjg akrosomowg
[35].

Przyjmuje sie, ze podczas spermiogenezy zostajg ukonstytuowane pewne struktury
tworzace rozne przedziaty w obrebie akrosomu oraz zostaje wyksztatcone powi-
nowactwo enzymoéw hydrolitycznych do tych struktur. Zgodnie z tym hydrolazy
akrosomowe nie sg uwalniane podczas reakcji akrosomowej réwnoczes$nie, ale w
odpowiedniej kolejnosci. Przyktadowo, (3-N-acetyloglukozaminidaza z akrosomu
plemnikéw chomika jest uwalniana wczesniej niz proteinaza akrozyna/proakrozyna
[6, 12, 28].

Najwazniejszymi kwasnymi glikozydazami, ktoérych obecno$¢ w akrosomie zo-
stata potwierdzona metodami cytochemicznymi oraz immunocytochemicznymi, sa:
hialuronidaza (HIAL), a- i (3-galaktozydaza (a-, (3-GAL), (3-glukuronidaza ((3-
GLUK), (3-N-acetyloheksozaminidaza ((3-HEX), a- i (3-mannozydaza (a-, (3-MAN)
oraz a-L-fukozydaza (a-FUK) [6, 38].

BIOSYNTEZA, OBROBKA ORAZ LOKALIZACJA
GLIKOZYDAZ W MESKIM UKtLADZIE ROZRODCZYM

Kwasne glikozydazy w jadrze wystepujg w lizosomach komdérek somatycznych
(Sertoliego, Leydiga, makrofagach) oraz w lizosomach komérek rozrodczych. Syn-
teza enzymoéw akrosomowych zaczyna sie najwcze$niej w pachytenowych sper-
matocytach, kiedy to akrosom nie jest jeszcze uformowany [44].

W najadrzu plemniki poddane sg oddziatywaniu $rodowiska drog wyprowadza-
jacych ksztattowanego w wyniku sekrecyjnej i endocytarnej aktywnosci komdrek
nabtonka. Komdrki nabtonkowe najadrzy syntetyzuja kwasne glikozydazy, ktére
czeSciowo kierowane do lizosomow, sa réwniez intensywnie wydzielane w postaci
form dojrzatych i niedojrzatych do ptynu najadrzowego [30].

Glikozydazy razem z glikozylotransferazami i proteinazami modyfikujg glikoko-
niugaty powierzchniowe bton plemnikow, biorgc tym samym udziat w tak zwanym
dojrzewaniu najadrzowym plemnikéw. Procesowi temu towarzyszy rowniez ad-
sorbcja/asocjacja czasteczek z ptynu najadrzowego na powierzchni btony plemnika
oraz ujawnianie sie (ekspozycja) wczesniej zamaskowanych czasteczek na powie-
rzchni plemnika [41].

p-D-Galaktozydaza [0, 31, 2, 40]

Przyszte, akrosomowe formy (3-GAL plemnikow szczura sg syntetyzowane w
pachytenowych spermatocytach. Sg one N-glikozylowanymi biatkami o masie 90
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i 88 kDa, ktdre czesciowo moga byé poddane obrobce, w wyniku ktérej powstaje
N-glikozylowana forma o masie 56 kDa, odnajdywana nastepnie w kropli cyto-
plazmatycznej plemnikéw glowy najgdrza. Ta ostatnia forma B-GAL jest prze-
ksztatcana w forme o masie 52 kDa, stwierdzang w kropli cytoplazmatycznej
plemnikéw ogona najadrzy.

Natomiast forma akrosomowa o masie 90 kDa w miare przemieszczania sie
plemnikéw z gtowy do ogona najadrzy, jest poddawana wewnatrz-akrosomowe;j
obrobce do formy o masie 74 kDa, z czym zwigzany jest znaczny wzrost aktywnosci
tego enzymu w plemnikach.

Komdrki nabtonka najgdrzy wydzielajgdo ptynu najgdrzowego lizosomowe formy
RB-GAL zaréwno niedojrzate (o wiekszej masie) jak i dojrzate (0 mniejszej masie).
Dwie formy B-GAL z plynu najgdrzowego (o0 masie 94 i 97 kDa) oraz forma
akrosomowa z plemnikéw wykazywaty bardzo podobne parametry kinetyczne. Wy-
kazywaty one optimum aktywnosci w kwasnym zakresie pH (3,5) wzgledem po-
wszechnie stosowanego, syntetycznego substratu (p-nitrofenylo-3-D-galaktozydu)
oraz optimum aktywnosci w obojetnym pH (6,6) wzgledem naturalnego substratu,
ktéorym byta glikoproteina znakowana [3H]-galaktozg. Dla najgdrzowej RB-GAL wy-
kazano, ze ,kwasna” aktywnos$¢ jest zwigzana z tetrameryczng forma tego enzymu
(320 kDa w pH 3,5-4,3), a,,neutralna” aktywnosc¢ z forma zdysocjowang wystepujaca
jako dimer/monomer (180/92 kDa w pH 6,8).

Powyzsze wiasciwosci B-GAL sugeruja, ze forma tetrameryczna moze by¢ zaan-
gazowana w wewnatrz-akrosomowe dojrzewanie hydrolaz, natomiast forma zdy-
socjowana moze braé udziat w modyfikowaniu glikokoniugatéw powierzchniowych
plemnikéw podczas dojrzewania w najadrzu. Podobny wzdr dysocjacji/asocjacji
zaleznej od pH wykazuje R-GAL z jader krolika [29], a takze B-GAL i B-HEX
z akrosomu plemnika knura [22, 34].

3-D-Glukuronidaza

RB-GLUK pojawia sie juz w pachytenowych spermatocytach. Jest odnajdywana
w aparacie Golgiego oraz w strukturach podobnych do lizosoméw. W miare postepu
spermiogenezy struktury te zanikajg réwnolegle do rozwoju akrosomu. Komorki
rozrodcze do etapu skondensowanych/wydtuzonych spermatyd zawierajg wytacznie
forme lizosomowg B-GLUK. Forma lizosomowa miata podobne wiasciwosci ki-
netyczne i immunologiczne do formy akrosomowej plemnikéw (o masie 74 kDa)
1].
[ ]Brak réznic pomiedzy formg lizosomowg a akrosomowg odnotowano rowniez
w przypadku a-L-FUK [15].

RB-GLUK jest syntetyzowana przez komorki nabtonka gtowy i ogona najadrzy
jako forma prekursorowa o masie 78 kDa, ktéra po obrébce przechodzi w forme
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dojrzatg o masie 72 kDa. Do ptynu najadrzowego komorki gtowy i ogona najadrzy
wydzielajg dojrzatg forme enzymu oraz dodatkowg forme o masie 94 kDa [30].

p-N-acetyloheksozaminidaza

Lizosomowa (3-HEX wystepuje w tkankach ssakéw w postaci dwoch gtdwnych
form, jako HEX-A (heterodimer podjednostki a i (3 oraz HEX-B (homodimer
podjednostki 3) [26].

Wyniki badan dotyczace ekspresji mMRNA podjednostki a i p wykazaty, ze poziom
MRNA podjednostki a jest wysoki w spermatocytach i spermatydach (bez towa-
rzyszacego mu wzrostu mRNA podjednostki P). Natomiast poziom mRNA pod-
jednostki P byt najwyzszy podczas wczesnego etapu rozwoju jader szczura, kiedy
w nabtonku plemnikotworczym dominowaly komérki Sertoliego, Leydiga i ma-
krofagi. Brak ekspresji podjednostki P w izolowanych pachytenowych spermato-
cytach i kulistych spermatydach sugeruje, ze gtéwnym miejscem syntezy tej
podjednostki w jadrach sg komdrki somatyczne [16].

Poniewaz akrosomy plemnikéw prawdopodobnie zawierajg P-HEX typu B, przy-
puszcza sie, ze podjednostka P moze by¢ dostarczana do komoérek rozrodczych
przez komérki Sertoliego. Stwierdzono bowiem, ze kultury mysich komorek Ser-
toliego wydzielajg do Srodowiska P-HEX, ktéra moze by¢ kierowana w drodze
endocytozy do pachytenowych spermatocytow i kulistych spermatyd. W najadrzach
poziom mRNA podjednostki p byt bardzo wysoki, dlatego jest réwniez mozliwe,
ze P-HEX typu B wydzielana przez komorki nabtonka najadrzy wiaze sie z ple-
mnikami [16].

Hialuronidaza

Antygen ZB1 o aktywnosci hialuronidazy pojawia sie na catej powierzchni blony
plazmatycznej kulistych spermatyd szczura. Na etapie wydtuzania sie spermatyd
przemieszcza sie on z rejonu gtdwki plemnika w rejon witki. Podczas dojrzewania
najagdrzowego plemnikow ZB1 podlega obrobce proteolitycznej, w wyniku ktorej
powstaje dojrzata heterodimeryczna glikoproteina (o masie podjednostek 40 i 19
kDa). Ta forma przemieszcza sie po powierzchni blony z rejonu witki do rejonu
akrosomu podczas kapacytacji [18, 20, 35].

Biatko PH-20 (o aktywnosci hialuronidazy) jest zakotwiczone w btonie pla-
zmatycznej w obrebie gtéwki plemnika $winki morskiej i wewnetrznej btonie akro-
somowej poprzez glikozylo-fosfatydyloinozytol. Ekspresja tego biatka ma miejsce
podczas spermiogenezy ijego obecno$¢ stwierdzano w btonie akrosomowej (PH-
20am) oraz na catej powierzchni plemnikéw jadrowych (PH-20PM), nastepnie prze-
mieszcza sie ono do tylnej czesci gtowki. Podczas dojrzewania plemnikow w
najadrzach masa czasteczkowa PH-20pM zmniejsza sie i biatko to przechodzi do
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wewnetrznej blony akrosomowej (PH-201AM) [14, 23]. Obydwie te czasteczki sg
wielofunkcyjne, poniewaz oprécz aktywnosci hialuronidazowej wykazuja zdolno$é
do wigzania sie z ostong przejrzystg jaja [14].

a-D-Mannozydaza [3, 42, 43]

W btonie plazmatycznej plemnikéw szczura znajduje sie a-MAN o neutralnym
optimum pH (6,2-6,5) syntetyzowana podczas spermatogenezy. W piynie najg-
drzowym wystepuje jej izoforma, ktéra moze pochodzié¢ od formy zwigzanej z
btong plazmatyczna.

Podczas dojrzewania najgdrzowego plemnikéw a-M AN podlega enzymatycznej
obrobce powodujacej jej przejscie z formy nieaktywnej/mniej aktywnej (o masie
135 i 125 kDa) w forme dojrzata/aktywnag (o masie 115 kDa).

Przyjmuje sie, ze wystepujaca na powierzchni plemnika a-M AN moze by¢jednym
z receptorow wigzacych mannozowe oligosacharydy ostony przejrzystej jaja. Na-
tomiast na powierzchni plemnika knura zidentyfikowano kwasng a-M AN (o0 masie
230 kDa) zakotwiczong w btonie plazmatycznej rejonu akrosomowego poprzez
fosfatydyloinozytol [22]. W piynie najadrzowym knura stwierdzono dwie rozpu-
szczalne formy a-MAN. Jedng z nich jest forma o masie 135 kDa i optymalnej
aktywnosci w pH 6,5 (catkowicie nieaktywna w kwasnym pH) oznaczona jako
MAN 2B2 [19]. Druga forma, ztozona z podjednostek o masie 63 i 51 kDa wy-
kazywata aktywno$¢ znacznie przewyzszajagcg MAN 2B2 zaréwno w kwasnym,
jak ineutralnym zakresie pH. W plynie najadrzowym jest ona gtéwng formga-MAN
biorgca udziat w modyfikowaniu glikoprotein powierzchniowych plemnika podczas
dojrzewania.

Kwasna, lizosomowa forma a-MAN wydzielana przez najadrza szczura wigze
sie z CI-MPR, ktdérego obecnos¢ (jak i CD-MPR) wykazano w btonie plazmatycznej
plemnikéw. Zdolno$¢ wigzania hydrolaz lizosomowych przez czasteczki MPR moze
by¢ wykorzystywana do przenoszenia tych enzymdw z najadrzy do zenskich drég
rozrodczych, ktérych bardziej kwasny odczyn sprzyja ich aktywnosci [4, 5].

a-L-Fukozydaza

a-FUK jest syntetyzowana przez pachytenowe spermatocyty i wczesne kuliste
spermatydy szczura. Jest stwierdzana w akrosomach plemnikéw najadrzowych i
ejakulowanych. Poniewaz jej synteza nie wykracza poza etap kulistych spermatyd,
a komorki nabtonkowe najadrzy syntetyzujg i wydzielajg a-FUK in vitro, przyjmuje
sie, ze enzym zwigzany z plemnikami moze by¢ pozyskiwany z ptynu najadrzo-
wego [15], podobnie jak w przypadku HEX-B.

Neutralna a-FUK z rejonu gtowki powierzchni btony plazmatycznej plemnikéw
szczura zostata wykryta w aparacie Golgiego spermatocytow i spermatyd (ale nie
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wakrosomie). Specyficzna lokalizacja iwysoka aktywno$¢ w obojetnym pH wskazuje
na jej mozliwg role w wigzaniu sie plemnika z ostong przejrzysta jaja [2].

ROLA GLIKOZYDAZ W ZAPLODNIENIU

Ejakulowane plemniki w drogach rozrodczych samicy podlegaja procesowi ka-
pacytacji, czyli biochemicznym i funkcjonalnym zmianom, ktére przygotowujg i
umozliwiajg reakcje akrosomowg [6, 33]. Tylko kapacytowane plemniki majace
nienaruszony akrosom mogg wigza¢ sie z ostonkg przejrzystg {zona pellucida\ ZP)
jaja. Wczesniej muszasforsowac substancje miedzykomoérkowa wzgorkajajono$nego
ztozong z kwasnych mukopolisacharydéw, kwasu hialuronowego i biatek [33, 38].
Proponowanymi hydrolazami biorgcymi udziat w tym procesie sg: hialuronidaza,
(3-glukuronidaza, (3-N-acetyloglukozaminidaza, (3-galaktozydaza, a takze arylosul-
fataza oraz by¢ moze proteinazy [44].

W dalszej kolejnosci receptory plemnika wiazg sie z ligandami glikoprotein
ostonki przejrzystej. W tym wigzaniu sie gamet biorg udziat glikoproteiny oznaczone
jako ZP3. Mysie glikoproteiny ZP3 (mZP3) wykazuja obecno$¢ glikanéw typu
wysoko-mannozowego/hybrydowego [36]. Te N-zwigzane glikany sg prawdopo-
dobnie rozpoznawane przez plemnikowg a-mannozydaze, przez tworzenie kom-
pleksu enzym-substrat. Z kolei na N-zwigzanych polilaktozoaminylowych glikanach
stwierdzono obecnos¢ reszt: a-galaktozylowych, a-sjalilowych, (3-galaktozylowych
i (3-N-acetyloglukozaminylowych. Wszystkie te cukry terminalne byty proponowane
jako znaczniki rozpoznawane przez odpowiednie biatka znajdujace sie na powierzchni
btony plazmatycznej plemnika [36]. Takie glikozydazy, jak: a-mannozydaza u my-
szy [11], [3-galaktozydaza u krélika [29], (3-N-acetyloheksozaminidaza u cztowie-
ka [7], a-L-fukozydaza u szczura [2] oraz hialuronidaza u $winki morskiej[14],
bylty rozwazane jako receptory plemnika specyficznie rozpoznajace ZP.

Wiazanie sie receptorow plemnika z ostonka przejrzysta jest sygnatem do uru-
chomienia ciggu wydarzen prowadzacych do zainicjowania reakcji akrosomowej.
Uwalniane enzymy akrosomowe trawig ostonke przejrzystg, umozliwiajac fuzje ple-
mnika z btong plazmatyczng oocytu. Za gtéwny czynnik lizujacy ZP jest uwazana
akrozyna, z ktéra moga wspotdziataé (3-N-acetyloheksozaminidaza oraz arylo-
sulfataza A [8, 13, 27, 33].

Glikohydrolazy plemnikéw sg zaledwie jednymi z wielu czasteczek, ktére moga
bra¢ udziat w procesach prowadzacych do zaptodnienia [33]. Wigzanie plemnika
z jajem, jak sie przyjmuje, jest procesem kompleksowym, w ktérym uczestnicza
liczne i r6znorodne receptory btonowe. Natomiast pokonywanie ostony przejrzystej
przez plemnik moze by¢ przede wszystkim mechaniczne (nie enzymatyczne), za
czym przekonujgco argumentuje Bedford [3].
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Z ostatniej chwili: Ukazat sie doskonaty artykut przegladowy dotyczacy po-
wyzszych zagadnieA autorstwa Tulsiani i Abou-Haila [37].
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Streszczenie: Wczesny rozwdj zarodkowy jest kontrolowany zaréwno przez genom matczyny, jak i
zarodkowy. Dojrzewanie oocytu, jego zaptodnienie oraz pierwsze podziaty bruzdkowania charakteryzu-
je brak efektywnej transkrypcji, stad procesy te sg catkowicie kontrolowane przez czynniki pochodzenia
matczynego. Trwato$¢ matczynych transkryptéw zalezy od dtugosci odcinka poli(A), ktéry moze
podlega¢ wydtuzaniu lub skracaniu. Uruchomienie genomu zarodka jest gatunkowo specyficzne i
zachodzi po kilku podziatach bruzdkowania. £.3czy sie ono ze stopniowym zanikiem matczynego mRNA.
Wykazano znaczne réznice pomiedzy profilem ekspresji gendw w zarodkach wyprodukowanych in vivo
oraz in vitro, co wigze sie z niedoskonato$cig warunkéw hodowli in vitro. Hormon wzrostu (growth
hormone; GH), produkowany w przednim ptacie przysadki mozgowej, stymuluje wzrost organizmu po
urodzeniu. Funkcje GH w regulacji rozwoju zarodkéw ssakéw nadal pozostajg kontrowersyjne. Do tej
pory wykazano, ze gen GH podlega ekspresji w przedimplantacyjnych zarodkach myszy, szczura i bydfa
oraz oocytach bydlecych. Ponadto mRNA dla receptora GH zlokalizowano w jajniku, macicy itozysku
bydita oraz zarodkach bydta i myszy. Wykazano réwniez obecno$¢ w zarodkach transkryptow (mRNA)
dla czynnikéw wzrostowych, np. IGF-1, IGF-1l. Znany jest pozytywny wpltyw egzogennego GH na
potencjat rozwojowy oocytéw bydta i myszy w warunkach in vitro. Przysadkowy czynnik transkrypcyjny
(PIT-I) jest gtdbwnym czynnikiem regulujacym proces transkrypcji genu GH. Najnowsze doniesienia
wskazujg na obecnos$¢ transkryptu tego genu w oocytach, zygotach i zarodkach bydlecych do stadium
8bl. Wyniki te moga dowodzi¢, ze GH wykazuje dziatanie para- i autokrynowe réwniez na tym etapie
rozwoju osobniczego.

(Postepy Biologii Komoérki 2001; 28 supl. 18: 123-135)

Stowa kluczowe: zarodek, GH, PIT-1, aktywacja genomu, regulacja ekspresji genéw

Summary: Early embryonic development is controlled by both maternal and embryonic factors. Oocyte
maturation, fertilisation and subsequent development are characterised by the lack of an effective
transcription thus these processes are fully controlled by factors of maternal origin. The stability of
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maternally derived transcripts depends on the length of the poly (A) tail that may be elongated or
shortened. The embryonic genome activation is a species dependent phenomenon, it takes place after
few blastomere divisions and is accompanied by gradual decrease of maternal RNA content. Several
studies showed significant differences in gene expression profiles between in vivo and in vitro produced
embryos. Growth hormone produced in the pituitary gland is known to stimulate postnatal growth. Its
functions in reproduction and embryonic development are still not clear. It was shown that the GH gene
is expressed in bovine oocytes and preimplantation bovine, murine and rat embryos. GH receptor mMRNA
was localised in cattle ovary, uterus and placenta as well as in bovine and murine embryos. Transcripts
for several growth factors (eg. IGF-I, IGF-II) were also detected in embryos. A positive effect of the
exogenous GH on bovine and murine oocytes matured in vitro was also shown. The expression of the
GH is mainly regulated by the pituitary transcription factor PIT-1. The last findings demonstrated the
presence of PIT-1 mRNA in bovine oocytes, zygotes and embryos up to the 8 cell stage. These results
may suggest that growth hormone may act in a paracrine or autocrine way in early embryonic
development.

(Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18: 123-135)

Key words: embryo, GH, PIT-1, genome activation, gene expression regulation

WSTEP

W ostatnich 10 latach notowany jest intensywny rozw0j badan z zakresu ekspresji
genow w oocytach i zarodkach ssakdw. Z jednej strony wptywa na to duze zain-
teresowanie produkcja zarodkéw w warunkach in vitro oraz oceng ich prawidtowosci,
z drugiej za$ strony szybki rozwo6j nowoczesnych metod molekularnych umozli-
wiajgcych prowadzenie tych badan oraz zwiekszajgcych ich wiarygodnos$¢ (RT-PCR).
Hormon wzrostu (GH) oraz jego potencjalne funkcje w rozrodzie zwierzat i em-
briogenezie od kilku lat sgprzedmiotem zainteresowania wielu zespotéw badawczych
na $wiecie. Przez wiele lat uwazano bowiem, ze rozréd ssakéw pozostaje poza
wptywem przysadkowego GH.

W niniejszym opracowaniu omowiono podstawowe zagadnienia zwigzane z eks-
presjg gendéw w oocytach i zarodkach ssakdw, podsumowano wyniki dotychcza-
sowych badan dotyczacych transkrypcji genu GH, jego receptora oraz genu PIT-1
w oocytach i zarodkach, a takze hipotetyczne mechanizmy dziatania GH w tym
okresie rozwoju osobniczego.

GROMADZENIE mRNA POCHODZENIA MATCZYNEGO
W OOCYCIE PODCZAS PROCESU OOGENEZY

Wczesny rozwdj embrionalny jest kontrolowany zaréwno przez genom matczyny,
jak i zarodkowy. Dojrzewanie oocytu, jego zaptodnienie oraz pierwsze podziaty
bruzdkowania charakteryzuje brak efektywnej transkrypcji, stad procesy te sg cat-
kowicie kontrolowane przez czynniki pochodzenia matczynego. Podczas fazy wzro-
stu, w oocytach znajdujgcych sie w stadium diktiotenu (stadium pecherzyka
zarodkowego, ang. germinal vesicle - GV) gromadzone sg transkrypty (mRNA)
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oraz biatka. Sg to m.in. substancje odzywcze, biatka strukturalne (aktyna, tubulina,
miozyna), biatka niezbedne do replikacji DNA (histony, polimeraza DNA) oraz
biatka regulujace cykl komdrkowy (cyklina A i B). Sa one aktywowane podczas
dojrzewania i zaptodnienia i podlegajg translacji podczas pierwszych podziatéw
komérkowych zarodka. Wraz z postepujacym procesem bruzdkowania poziom wielu
MRNA oraz bialek pochodzenia matczynego gwattownie spada [13].

Wyniki badan na myszach oraz zabie szponiastej Xenopus laevis wykazaty
obecnos$¢ dwoch kategorii mRNA:

1) mMRNA majace krotka sekwencje poli (A), ktére wystepuja w formie nieaktywnej
(zamaskowanej, ang. non-translatable) w niedojrzatych oocytach (GV), ulegaja po-
liadenylacji (proces dotgczania grup adenylowych) podczas dojrzewania i wtedy
podlegajg translacji;

2) mRNA charakteryzujgce sie dtugim odcinkiem poli (A) podlegajg translacji
wytacznie w niedojrzatych oocytach [5].

Analiza aktywnosci transkrypcyjnej w oocytach bydia wykazata 2-krotnie wyzsza
synteze RNA w oocytach w stadium pecherzyka zarodkowego (GV) niz w stadium
metafazy drugiej (MII) [28].

TRWALOSC MATCZYNEGO mRNA

Dynamika zmian matczynego mRNA w oocytach oraz zwigzanych z nim biatek
kontrolujagcych zostata najlepiej poznana u zaby szponiastej Xenopus laevis. In-
formacja genetyczna zgromadzona w oocycie w formie nieaktywnej transkrypcyjnie
moze podlega¢ aktywacji poprzez poliadenylacje. Metabolizm sekwencji poli (A)
u tego gatunku znajduje sie pod kontrolg odcinka zlokalizowanego w regionie 3*
MRNA, ktéry jest bogaty w zasady U. Odcinek ten nosi nazwe cytoplazmatycznego
elementu poliadenylujgcego CPE (ang. cytoplasmic polyadenylation element). In-
formacyjny RNA, ktoéry nie ma odcinka CPE, podlegajg deadenylacji (proces usu-
wania grup adenylowych) i degradacji podczas dojrzewania oocytu. Mechanizm
aktywacji lub dezaktywacji procesu translacji poszczegélnych mRNA jest ztozony,
tym bardziej ze kazdy rodzaj mRNA jest wyposazony w podobng sekwencje CPE
13].
[ Ilodobny mechanizm zostat opisany u myszy, gdzie omawiana sekwencja nosi
nazwe elementu kontrolujgcego adenylacje ACE (adenylation control element) [44].
Funkcja czynnikow CPE moze ulega¢ zmianie podczas oogenezy; w okresie wzrostu
oocytu moga one stuzy¢ do skracania sekwencji poli (A) oraz dezaktywacji translacji
stabilnych mRNA, natomiast podczas dojrzewania oocytu moga by¢ wykorzystywane
do ponownej adenylacji (ang. readenylation) i aktywacji transkrypcji [34]. Dtugosé
sekwencji poli (A) wiaze sie z trwatoscig i stabilnosciag mMRNA. Ma to szczeg6lne
znaczenie w dtugotrwatym przechowywaniu transkryptéw w oocycie. Dlatego kon-
trola procesu poliadenylacji mMRNA gra podstawowa role w regulacji ekspresji genéw.
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Brevini-Gandolfi i wsp. [5] wykazali, ze w odniesieniu do wiekszosci trans-
kryptdw, odcinek poli (A) skraca sie podczas dojrzewania oocytu. Ponadto, w oo-
cytach o wysokim potencjale rozwojowym sekwencja ta byta dtuzsza niz w oocytach
0 niskim potencjale. Niniejszy model nie dotyczyt dwdéch genéw: beta aktyny oraz
dehydrogenazy fosfatazy pirogronianowej (PDP), w przypadku ktorych diugosé
odcinka poli (A) nie ulegata zmianie. Podobnie De Sousa i wsp. [8] scharakteryzowali
zestaw 11 transkryptéw typowych dla oocytéw o wysokim potencjale rozwojowym.

Coraz wiecej uwagi poswieca sie szczegOtowej analizie metabolizmu poszcze-
gélnych mRNA podczas wzrostu oocytéw, ich dojrzewania i zaptodnienia u réznych
gatunkow zwierzat. Okazuje sie, ze losy kazdego mRNA sa unikalne. Wykazano,
ze w mysich oocytach, ktore zakonczyly wzrost, transkrypt dla aktyny miat diugi
ogon poli (A) i podlegat intensywnej translacji, aby nastepnie ulec w duzej mierze
deadenylacji podczas dojrzewania. Catkowity zanik mMRNA dla tego genu stwierdzono
w stadium 2 blastomerow. Wykazano takze, ze proces skracania sekwencji poli
(A) jest stopniowy. Natomiast transkrypt dla enzymu HPRT (transferaza fosfory-
bozylohipoksantynowa) nie podlegat translacji w niedojrzatych oocytach, po czym
dochodzito do wydtuzania sekwencji poli (A), intensywnej translacji podczas doj-
rzewania i zaniku w p6znym stadium 2bl [33]. W powyzszych badaniach sugeruje
sig, ze dtugos¢ ogona poli (A) jest bardziej skorelowana z aktywnoscig translacyjng
MRNA niz jego stabilnoscig. Wydtuzanie sie tej sekwencji zwykle poprzedza wzrost
translacji, podczas gdy jej skracanie oznacza zmniejszenie tempa translacji [33].
Niektore mRNA obecne w oocytach, mimo braku ogona poli (A) moga przetrwac
w stanie niezmienionym i podlegaé translacji w p6zniejszych stadiach. Deadenylacja
transkryptow bez ich degradacji stanowi jeden z mechanizmdw zachowywania in-
formacji w oocytach w celu pdzniejszego ich wykorzystania. Natomiast w zarodkach,
matczyne transkrypty pozbawione sekwencji poli (A) moga by¢ stosunkowo szybko
degradowane [10]. W oocytach mysich i Xenopus podczas dojrzewania, okoto 50%
matczynego mRNA podlega deadenylacji. Nie wyklucza sie jednak ponownej ade-
nylacji niektérych mRNA (np. aktyny) i ich translacji przed uruchomieniem genomu
zarodka [za 33].

Temeles i wsp. [40] analizowali profil ekspresji wybranych genéw w oocytach
1przedimplantacyjnych zarodkach myszy. Efektem badan byta identyfikacja trzech
réznych profili ekspresiji:

1) stopniowy spadek podczas dojrzewania i pierwszego podziatu komdrkowego, a
nastepnie wzrost w stadium 8 bl lub blastocysty;

2) wysoki poziom ekspresji podczas dojrzewania i w stadium zygoty, nagty spadek
miedzy stadium 1i 2 bl oraz wzrost w stadium 8 blastomeréw lub blastocysty;

3) zanik ekspresji podczas dojrzewania, chwilowy wzrost w stadium zygoty z
nieznacznym wzrostem w stadium 8 bl lub blastocysty.

Typ 1 i 2 odzwierciedlajg proces degradacji matczynego mRNA w stadium
2 bl i jego zastepowania przez transkrypty pochodzenia zarodkowego. Ponadto
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wysoki poziom ekspresji podczas dojrzewania (profil 2) moze byé spowodowany
odzyskiwaniem (ang. recruitment) w drodze poliadenylacji matczynej informacji
wykorzystywanej nastepnie w procesie translacji. Natomiast profil trzeci chara-
kteryzuje geny zarodka, ktore podlegaja ekspresji juz w stadium zygoty, co potwierdza
hipoteze dotyczaca aktywnosci transkrypcyjnej zygot tego gatunku [1]. Analiza
profilu ekspresji genu Pit-1 w oocytach i zarodkach bydlecych wykazata istnienie
kolejnego profilu. Transkrypt dla tego genu zostat zidentyfikowany w niedojrzatych
i dojrzatych oocytach oraz w zygotach i zarodkach do stadium 8 blastomerow.
Ekspresji nie stwierdzono w stadiach od 8-16 blastomeréw do wyklutej blastocysty
[Lechniak i wsp. niepublikowane].

URUCHOMIENIE GENOMU ZARODKOWEGO

Moment uruchomienia wiasnego genomu zarodkowego zwykle ma miejsce po
kilku pierwszych podziatach bruzdkowania ijest uzalezniony od gatunku zwierzat.
Ponadto zbiega sie on w czasie z obserwowanym od wielu lat tzw. blokiem roz-
wojowym w warunkach in vitro, ktéry u bydfa i owiec wystepuje w stadium 8-16
komorek. Zaden z zarodkow inkubowanych w pozywce zawierajgcej a-amanityne
(inhibitor polimerazy Il RNA) nie rozwingt sie powyzej 8 blastomerdéw, podczas
gdy w grupie kontrolnej stadium 8-16 bl osiggneto wiecej niz 50% zarodkdw
[7]. U myszy do aktywacji genomu dochodzi w stadium jednokomoérkowym [1],
ubydta-4-8 blastomeréw [3], uowcy - 8 blastomerdéw [7], u krdlika- 8 blastomeréw
[27], u Swini - 4 blastomeréw [22], a 4 blastomeréw u cztowieka [4].

Doktadna analiza tego procesu u bydta wykazata, ze zarodki wykazujg duzg
aktywnos$¢ transkrypcyjng juz w stadium 2 blastomeréw [28, 29, 45]. Transkrypcje
wykryto w 70% zarodkéw 2-blastomerowych oraz 83% 4-blastomerowych [45].
Ponadto transkrypt dla genu biatka szoku termicznego HSP70 pochodzenia za-
rodkowego takze stwierdzono w stadium 4 blastomeréw u bydta [9]. Memili i
wsp. [28] wskazujg na istnienie dwdch wyraznych etapéw we wczesnym rozwoju
zarodkowym tego gatunku:

1) zapoczatkowanie procesu transkrypcji niezaleznej od a-amanityny w stadium 2-4
blastomeréw; w tych stadiach dochodzi do ekspresji genéw kodujgcych tRNA i
rRNA kontrolowanej przez polimeraze i lll RNA;

2) znaczny wzrost aktywnosci transkrypcyjnej w stadium 8-16 blastomeréw okre$la-
ny jako przejscie z kontroli matczynej na zarodkowg MET (ang. maternal-embryo-
nic transition), ktére jest hamowane przez a-amanityne i ma zdecydowany wptyw
na dalsze losy zarodka.

Zjawisku MET towarzyszy degradacja RNA pochodzenia matczynego i wzrost
poziomu mMRNA powstatego w wyniku transkrypcji DNA zarodka. Tempo degradacji
matczynego RNA zalezy od jego rodzaju, a takze gatunku zwierzat. U myszy proces
ten rozpoczyna sie juz podczas dojrzewania oocytu. Miedzy zaptodnieniem a stadium
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2-komérkowym 70% matczynego mRNA ulega rozpadowi, a poziom syntezy za-
rodkowego mRNA wzrasta 4-krotnie [za 39]. Proces rozpadu matczynego mRNA
jest kontynuowany az do stadium blastocysty. U bydta stopniowa degradacja mat-
czynego mRNA rdwniez zachodzi az do stadium 8 blastomeréw, gdy notuje sie
znaczny wzrost aktywnosci transkrypcyjnej oraz syntezy biatka [11]. Natomiast
u owiec zaobserwowano gwattowny rozpad matczynego mRNA w stadium 4-8
komorek, po czym dochodzi do gromadzenia informacji pochodzenia zarodkowego
[7]. W przeciwienstwie do omoéwionych dotychczas gatunkdw zwierzat, w zarodkach
krolika nie stwierdzono in vitro zaréwno widocznych zmian w syntezie RNA i
biatek, jak i bloku rozwojowego. Zaobserwowano natomiast wahania w syntezie
biatek w okresie od zaptodnienia do powstania blastocysty [43]. Dla tego gatunku
sugeruje sie stopniowy proces przechodzenia z kontroli matczynej na zarodkowa
w okresie przedimplantacyjnym.

Doswiadczenia Bames i wsp. [3] przeprowadzone na wczesnych zarodkach byd-
lecych wykazaty, ze zarodki inkubowane w obecnosci a-amanityny szybciej osiggaty
stadium 8 blastomerow niz grupa kontrolna. Zjawisko to ttumaczy sie stopniowym
wydtuzaniem cykli komdrkowych w zarodkach hodowanych in vitro, a takze zbyt
wczesnym uruchomieniem genomu zarodkowego, co moze by¢ efektem niewla-
$ciwych warunkéw hodowli. Wczesna ekspresja in vitro zarodkowego genomu wy-
wiera negatywny wptyw na przezywalnos$é zarodkéw, ktére jak wiadomo
charakteryzujg sie nizsza jakoScig i potencjatem rozwojowym w poréwnaniu z za-
rodkami wyprodukowanymi in vivo.

WYKORZYSTANIE POLIMORFIZMU RFLP GENU GH
W ANALIZIE ZAPOCZATKOWANIA PROCESU
JEGO TRANSKRYPCJI

Mutacja punktowa, opisana w V eksonie bydlecego genu GH przez Seavey i
wsp. [37], okreslana mianem polimorfizmu typu leucyna/walina (Leul27Val), jest
czesto przedmiotem analizy w badaniach genetycznych. Gtdwnym obiektem zain-
teresowan jest potencjalny zwigzek form genotypowych z wybranymi cechami pro-
dukcyjnymi (produkcja mleka, przyrosty masy ciata). W populacji bydfa okreslono
2 allele: L (leucyna) i V (walina), przy czym forma L wystepuje gtdwnie wsrdd
bydta mlecznego, podczas gdy allel V - u bydta miesnego [26]. Ze wzgledu na
zlokalizowanie mutacji w eksonie tego genu, istnieje mozliwo$¢ wykrywania opi-
sanych form polimorficznych zaréwno na poziomie DNA, jak i mRNA, co jed-
nocze$nie umozliwia kontrolowanie pochodzenia transkryptéw identyfikowanych
w zarodkach. Jezeli zarodek powstanie z oocytu pozyskanego od dawczyni o ge-
notypie LL i plemnika wytworzonego przez buhaja o genotypie W , to transkrypt
wiasny zarodka o genotypie LV bedzie wystepowa¢ w 2 wariantach - L i V.
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Informacyjny RNA pochodzenia matczynego (wariant L) bedzie wystepowat do
chw iii uruchomienia genomu zarodka i pojawienia sie nowego transkryptu bedacego
réwniez produktem genu ojcowskiego V. Ze wzgledu na wiekszg frekwencje ge-
notypu LL wsrdéd kréw ras mlecznych, ktére stanowiag wiekszo$¢ bydta ubijanego
w rzezniach, w niniejszych doswiadczeniach zatozono, ze oocyty bedg pozyskiwane
z jajnikow kréw LL, a nastepnie inseminowane plemnikami buhaja o genotypie
W . Dodatkowym elementem utrudniajgcym wykonanie powyzszego eksperymentu
jest konieczno$¢ genotypowania dawczyn na podstawie komérek granulozy po-
zyskanych wraz z oocytami z ich jajnikéw, a nastepnie wykorzystania tej informacji
przy wyborze materiatu do izolacji RNA oraz RT-PCR. Wstepne wyniki badan
z wykorzystaniem powyzszego uktadu dowodza, ze do stadium 8 blastomerdw
w zarodkach bydlecych obecny jest wykgcznie transkrypt matczyny (L), a poczatek
transkrypcji genu hormonu wzrostu zbiega sie w czasie z ogélnym uruchomieniem
genomu zarodkowego u bydta, ktéry ma miejsce w stadium 8-16 blastomerow
[Lechniak i wsp. niepublikowane],

CHARAKTERYSTYKA EKSPRESJI GENOW
W ZARODKACH WYPRODUKOWANYCH
IN VIVO ORAZ IN VITRO

Pomimo ciagtego doskonalenia warunkéw produkcji zarodkéw bydlecych in vitro,
ich jako$¢ nadal odbiega od zarodkéw wyprodukowanych in vivo. Obserwowane
réznice dotyczg gtownie cech morfologicznych (kolor, gesto$¢ i ultrastruktura cy-
toplazmy), liczby i wielkos$ci blastomerdw, tempa rozwoju, wrazliwosci na wahania
temperatury, przydatnosci do mrozenia, a takze skutecznosci zacieleri po przenie-
sieniu zarodkow [14]. Rowniez badania z zakresu ekspresji genow potwierdzity
wczesniejsze obserwacje i dodatkowo wykazaty odmienny profil ekspresji wybranych
genéw w tych dwdéch grupach zarodkéw. Niemann i wsp. [30] przeprowadzili po-
rdbwnawczg analize wynikow dotychczasowych badan nad ekspresjg genéw w za-
rodkach bydlecych wyprodukowanych in vivo lub in vitro. Szacuje sie, ze do
prawidtowego rozwoju przedimplantacyjnego zarodka, a pdzniej ptodu, niezbedna
jest ekspresja okoto 10 000 genéw. Dotychczas scharakteryzowano przy pomocy
techniki RT-PCR okoto 250 réznych gendéw w rozwoju zarodkowym myszy oraz
60-70 genow u bydta. Analiza poréwnawcza wykazata obecno$¢ genow, ktére
podlegaja ekspresji tylko w zarodkach pozyskanych in vivo (np. koneksyna 43
odpowiedzialna za proces kompakcji) lub tylko in vitro (np. czynnik wzrostu LIF;
ang. leukemia inhibitory factor). Poziom ekspresji genu biatka szoku termicznego
(HSP 70.1) wykazywat tendencje wzrostowg in vitro, podczas gdy transkrypt dla
genu transportera glukozy (Glut-1) wystepowal w mniejszym stezeniu niz w za-
rodkach wyprodukowanych in vivo. Poza tym profil ekspresji okazat sie zalezny
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od skiadu pozywki. Wiekszo$¢ zarodkéw inkubowanych w obecnos$ci surowicy
wykazywata wyzszy poziom transkryptéw w poréwnaniu z zarodkami hodowanymi
bez surowicy. Sugeruje sie takze, ze zmieniony profil i poziom ekspresji moze
mie¢ zwigzek ze zjawiskiem syndromu duzego potomstwa (ang. large offspring
syndrom - LOS) obserwowanego u okoto 30% cielgt urodzonych w nastepstwie
przeniesienia zarodkow wyprodukowanych in vitro [49]. Analiza profilu ekspresji
genéw w zarodkach uwazana jest obecnie za podstawowy element oceny ich pra-
widtowosci, a takze jest pomocna w optymalizacji warunkéw prowadzenia hodowli
in vitro [30].

Duzg roznorodno$¢ pod wzgledem profilu ekspresji 4 wybranych genéw re-
gulujacych metabolizm glukozy w zarodkach bydlecych wykazaty badania Lequarre
i wsp. [25]. Efektem analizy indywidualnych zarodkéw byto wydzielenie 3 grup
jakosciowych:

1) zarodki pozytywne, w ktdrych stwierdzono transkrypty dla wszystkich analizowa-
nych genéw;

2) zarodki heterogeniczne wykazujgce obecno$¢ mRNA tylko dla niektérych genow
oraz

3) zarodki negatywne, w ktorych nie stwierdzono zadnego transkryptu.

Dodatkowo wykazano, ze udziat zarodkéw z grupy 2 i 3 byt wyzszy w populacji
zarodk6w opdznionych w rozwoju. Stwierdzono istotny wzrost liczby zarodkéw
pozytywnych w stadium powyzej 16 blastomerdw, co moze sugerowac, ze poziom
MRNA jest skorelowany z ich potencjatlem rozwojowym.

OBECNY STAN BADAN NAD EKSPRESJA GENOW GH
ORAZ PIT-1 W OOCYTACH | ZARODKACH SSAKOW

Dotychczasowe badania wykazaty obecnosé¢ transkryptu dla genu GH w zarodkach
myszy w stadium moruli i blastocysty [32] oraz wszystkich stadiach przedimplan-
tacyjnych zarodkdw bydlecych [23] i szczurzych [12]. lzadyar i wsp. [17] badajac
in vitro wptyw GH na proces dojrzewania oocytow bydta wykazali, ze egzogenny
GH polepsza dojrzewanie ooplazmy oraz przyspiesza dojrzewanie jagdra komor-
kowego. Oocyty w stadium metafazy Il (MII) dojrzewajgce w pozywce wzbogaconej
GH charakteryzujg sie wyzszym odsetkiem zaptodnien niz te dojrzewajace bez
dodatku GH. Obecno$¢ hormonu wzrostu w pozywce do hodowli in vitro o 13%
zwiekszyto odsetek wykluwajgcych sie blastocyst [18].

Analiza ekspresji genu receptora hormonu wzrostu GHR (growth hormone re-
ceptor) wykazata obecnos¢ transkryptu zarowno w drogach rodnych, tkankach pto-
dowych, jak i w zarodkach ssakéw. Informacyjny RNA (mRNA) dla GHR
zidentyfikowano u ciezarnych kréw w macicy i w tozysku [20] oraz w oocytach
bydlecych [18]. GHR zostat wykryty na powierzchni wczesnych zarodkéw mysich
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poczawszy od stadium zygoty [31, 32, 41], a takze we wszystkich stadiach rozwoju
zarodkowego bydta [18, 21]. Ponadto, bydlece kompleksy oocyt-kumulus pozy-
skiwane z matych i $rednich pecherzykoéw jajnikowych wykazuja ekspresje genu
GHR oraz pozytywnie reagujg na egzogenny GH podawany podczas dojrzewania
in vitro. Stwierdzono takze obecno$¢ GHR na powierzchni pre-antralnych peche-
rzykow szczura oraz dodatni wptyw GH na ich rozw6j i morfologie w warunkach
in vitro [52].

Czynnikiem transkrypcyjnym dla genu GH jest przysadkowy czynnik PIT-1 ko-
dowany przez gen nalezacy do duzej rodziny gendw regulatorowych (POU) [42,
50]. Geny nalezgce do tej rodziny majg fragment kodujacy powstawanie domeny
POU (rejonu wigzania DNA) [38]. Produkt biatkowy genu PIT-1 jest niezbedny
do ekspresji genu GH. Wykazano duzg konserwatywnos$¢ sekwencji genu PIT-1.
Sekwencja cDNA $winskiego genu PIT-1 jest w 95% identyczna z sekwencjg genu
PIT-1 szczura [za 42]. Transkrypt oraz biatko specyficzne dla PIT-1 zidentyfikowano
w tozysku cztowieka i szczura [2, 24], w komorkach limfoidalnych [6] oraz w
tkankach ptodow bydlecych (Lechniak i wsp., niepublikowane). Lee i wsp. [24]
wykazali réwniez, ze czynnik PIT-1 moze tgczy¢ sie z i aktywowac tozyskowy
wariant genu GH. U kartowatych gryzoni i ludzi wykryto mutacje w genie PIT-1
prowadzace do niedoboru réznych hormondéw [50]. Najnowsze wyniki badain nad
ekspresjg genu PIT-1 w wyprodukowanych in vitro przedimplantacyjnych zarodkach
bydlecych wykazaty obecno$é transkryptu dla tego genu w niedojrzatych i dojrzatych
oocytach oraz zarodkach w stadium od 2 do 8 blastomeréw [Lechniak i wsp. nie-
publikowane]. Informacyjnego RNA transkrybowanego na genie PIT-1 nie ziden-
tyfikowano w zarodkach do dnia 9 po inseminacji, co moze sugerowac, ze funkcje
GH w omawianym okresie rozwoju zarodka u bydta sg niezalezne od zarodkowego
genu PIT-1. Potwierdza to hipoteze Harvey i wsp. [15] sugerujaca, ze ekspresja
GH w tkankach poza przysadka mozgowg jest niezalezna od PIT-1.

Gtdwnym mediatorem aktywnosci GH jest insulinopodobny czynnik-l1 (IGF-1).
Czynniki insulinopodobne (IGF-1 i IGF-I1) i insulina sggrupgstrukturalnie zblizonych
polipeptyddéw, ktore regulujg wzrost wielu typodw komarek u ssakdw. IGF-1 stymuluje
w blastocy$cie wiele procesow, takich jak: przyspieszenie proliferacji komorek,
formowanie blastocysty, synteza biatek oraz transport glukozy. IGF-1l prawdopo-
dobnie wptywa na tempo wzrostu ptodéw [za 19]. Wykazano obecnos¢ mRNA
dla genu kodujacego receptor IGF-1 i IGF-II w przedimplantacyjnych zarodkach
szczura [51] oraz 8-blastomerowych zarodkach mysich [36]. Transkrypty dla genéw
IGF-1 i IGF-II oraz ich receptorow zostaty zidentyfikowane in vitro we wszystkich
stadiach rozwoju przedimplantacyjnych zarodkéw bydlecych [46; 47, 48], jak tez
dla IGF-II w zarodkach ijajowodach szczura [51]. Poniewaz petna aktywacja genomu
zarodka zachodzi u myszy w stadium dwoch, a u bydia w stadium o$miu blastomerow,
przypuszcza sie, ze transktypty dla tych gendéw w zarodkach bydlecych sg po-
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chodzenia matczynego i zarodkowego, a w mysich wylgcznie pochodzenia em-
brionalnego.

HIPOTETYCZNE MECHANIZMY ODDZIALYWANIA GH
NA OOCYTY | ZARODKI

Hormon wzrostu jest podstawowym czynnikiem regulujagcym wzrost organizmu
po urodzeniu. Jego funkcje w procesach rozrodczych ssakow, a takze w rozwoju
embrionalnym pozostajg niewyjasnione. Sugeruje sie, ze GH moze by¢ zaliczany
zarowno do klasycznych hormonéw biatkowych rozprowadzanych przez krew do
komérek organizmu, ale takze moze by¢ produkowany lokalnie przez tkanki docelowe
(np. wjajniku) idziata¢ podobnie do czynnikéw wzrostowych (ang. growthfactors).
Czynniki wzrostu oddziatujg na komérki przez receptory btonowe. Polipeptyd pro-
dukowany przez dang komorke moze dziata¢ na jej wiasne receptory (dziatanie
autokrynowe) albo na receptory innej komorki (dziatanie parakrynowe). Poza tym
czynniki wzrostu charakteryzujg sie wzajemnymi interakcjami, stymulacja syntezy
i mogg by¢ produkowane przez rézne typy komorek [35].

GH dziata na komorki przez wigzanie si¢ z wlasnym receptorem btonowym.
Transkrypty dla genéw GH oraz jego receptora (GHR) zostaty zlokalizowane w
drogach rodnych samicy, w jajniku, komoérkach granulozy, oocytach i zarodkach
bydlecych. Nalezy tu zaznaczy¢, ze stwierdzenie obecnosci mRNA dla danego
genu nie jest jednoznaczne z wystepowaniem biologicznie aktywnego biatka. Kolie
i wsp. [21] stwierdzili obecno$¢ transkryptudlaGHRjuz w 8-dniowych blastocystach
bydlecych, podczas gdy biatko pojawito sie dopiero 13 dnia po zaptodnieniu. Po-
dobnie mRNA dla GHR wykryto we wszystkich stadiach przedimplantacyjnych
zarodkéw myszy, a funkcjonalne receptory dopiero w blastocystach 4 dni po za-
ptodnieniu [32]. Opisany uktad moze wskazywa¢ na aktywno$¢ biologiczng GH
w procesach rozrodczych oraz rozwoju zarodka.

Jak dotad nie wiadomo, czy GH dziata bezposrednio na zarodek, czy poprzez
stymulacje syntezy IGF-lI. Badania wykazaly szerokie spektrum dziatania IGF-I
w rozwoju zarodka, takie jak: stymulacja podziatow komérkowych, syntezy biatek,
tworzenia sie blastocysty, transportu glukozy itp. [za 32]. Bezpos$rednie dziatanie
GH nie jest jednak wykluczone, wykazano bowiem pozytywny wptyw dodatku
egzogennego GH na proces dojrzewania oocytow oraz rozwoju zarodkéw bydlecych
in vitro [17]. Sugeruje sie, ze dziatanie GH w przedimplantacyjnym okresie rozwoju
zarodka stanowi kompleksowy i dynamiczny system, w ktérym uczestniczy GH
produkowany zaréwno w przysadce mézgowej, jak i w drogach rodnych samicy
oraz w zarodku. Hull i Harvey [16] sugeruja, ze GH produkowany lokalnie w
gonadach i drogach rodnych peini funkcje wspomagajgce dziatanie przysadkowego
hormonu w sytuacjach wymagajacych szybkiej reakcji komoérkowej. Interakcje z
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czynnikiem insulinopodobnym tworzg dodatkowg sie¢ zaleznosci. Wyniki te moga
dowodzi¢, ze GH wykazuje dziatanie para- i autokrynowe réwniez na tym etapie
rozwoju osobniczego.
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ROLA GENOW HOMEOTYCZNYCH
W ROZWOJU GRUCZOtLU MLECZNEGO

ROLE OF HOMEOTIC GENES
IN THE DEVELOPMENT OF MAMMARY GLAND

Tadeusz MALEWSKI

Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat, PAN,
Jastrzebiec

Streszczenie: Gruczot mleczny w trakcie swojego rozwoju przechodzi przez kilka stadiéw, ktdre sg
regulowane przez hormony, interakcje komoérek nabtonka z tkanka taczna oraz przez czynniki pocho-
dzace z substancji miedzykomoérkowej (extracellular matrix). Molekularne mechanizmy wiekszosci
tych proceséw sg mato zbadane. Jedng z grup genéw warunkujacych interakcje nabtonek-mezenchyma
w zarodku sg geny homeotyczne nalezgce do rodziny Muscle-Segment Homeobox (Msx). Ekspresja
genéw Msx zachodzi w miejscach interakcji nabtonek-mezenchyma ijest istotna dla rozwoju konczyn,
zebdw itozyska. Czynniki transkrypcji Msx regulujg ekspresje gendéw bezposrednio - przez wigzanie
sie ze specyficznymi sekwencjami DNA w promotorach i/lub enhancerach odpowiednich genéw lub
posrednio - przez tworzenie komplekséw z innymi czynnikami transkrypcji, zwiekszajac lub zmniejsza-
jac powinowactwo Msx2 do specyficznej sekwencji DNA. W gruczole mlecznym zachodzi ekspresja
wszystkich gendw, ktérych produkty tworzg kompleks transkrypcji z Msx2, a poziom ich ekspresji jest
Scisle skorelowany ze wzrostem i rozgatezianiem przewoddw mlecznych. Pozwala to wysuna¢ hipoteze,
ze czynniki transkrypcji Msx biorg udziat w przekazywaniu sygnatu od estrogenu i progesteronu do
genéw regulujacych podziat komorek w zawigzkach pecherzykéw mlecznych i rozgalezianie sie prze-
wodoéw mlecznych.

(Postepy Biologii Komoérki 2001; 28 supl. 18: 137-142)

Stowa kluczowe: gruczot mleczny, geny homeotyczne, Msx.

Summary: The mammary gland in its development undergoes several stages and is regulated by
hormones, interaction of epithelial cells with extracellular matrix and mesenchymal cells. Molecular
mechanisms of most of these processes are poorly understood. Homeotic genes, particularly Muscle-Seg-
ment Homeobox (Msx) genes, regulate epithelial-mesenchymal interactions and are essential for deve-
lopment of limb, tooth and placenta. Msx transcription factors regulate gene expression directly by
binding to their DNA-binding sites or indirectly - by protein-protein interactions with others transcription
factors. Recently performed investigations showed that all proteins forming transcription complexes of
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Msx2 are expressed in the mammary gland. Their expression is tightly correlated with growth and
branching of the milk ducts. That allows suggesting that Msx participate in signal transduction from
estrogen and progesterone to target genes controlling growth and branching of milk ducts. Recently,
experiments aiming to identify these genes are in progress.

(Advances in Cell Biology 200J; 28 suppl. 18 : 137-142)

Key words', mammary gland, homeotic genes, Msx.

ROZWOJ GRUCZOtU MLECZNEGO

Rozw6j gruczotu mlecznego u myszy rozpoczyna sie w 10-11 dniu rozwoju
ptodu. W 12-14 dniu rozwoju, pod wptywem interakcji nabtonka z mezenchyma,
nastepuje rozrost i inwaginacja nabtonka, co prowadzi do utworzenia wzgorkow
mlecznych, a po 17-18 dniach tworza sie¢ wypustki przewodéw mlecznych. W
postnatalnym rozwoju gruczotu mlecznego myszy mozna wyrozni¢ trzy etapy. Pod-
czas pierwszego etapu trwajgcego od urodzenia do osiagniecia dojrzatosci piciowej
zachodzi izometryczny wzrost przewodéw mlecznych. Po osiggnieciu dojrzatosci
ptciowej nastepuje drugi etap szybkiego, allometrycznego wzrostu oraz rozgateziania
przewodow mlecznych zakofAczonych pecherzykami wydzielniczymi (ang. terminal
bud ends; TEB). We wczesnym okresie cigzy te procesy ulegajg przyspieszeniu;
gruczot mleczny osigga stadium rozwoju, w ktérym hormony laktogenne moga
indukowac ekspresje genéw biatek mleka [1, 14, 16]. Po etapie rozwoju allome-
trycznego nastepuje trwajacy 2-3 miesigce etap rownomiernego zwiekszenia liczby
trzeciorzedowych przewodéw mlecznych [7].

Wzrost i morfogeneza gruczotu mlecznego sg regulowane przez synergiczne
dziatanie hormon6w oraz czynnikéw wzrostu, interakcje nabtonka z tkankg tgczng
i substancjg miedzykomorkowa (ang. extracellular matrix, ECM). Wykazano, ze
jednymi z gendw regulujacych i koordynujacych procesy rozwojowe, ktérych eks-
presja zalezy od estrogenu, progesteronu oraz substancji miedzykomdrkowej, sg
geny homeotyczne.

ROLA GENOW HOMEOTYCZNYCH WE WZROSCIE |
ROZGALEZIANIU PRZEWODOW MLECZNYCH

Poczynajac od muszki owocowej az do ssakdw geny homeotyczne uczestnicza
w determinacji losu komérek w czasie wzrostu i morfogenezy organizmu. Geny
homeotyczne kodujg czynniki transkrypcyjne oraz prawdopodobnie biatka biorgce
udziat w transdukcji sygnatéw od czynnikéw wzrostowych i hormonéw do gendéw
docelowych.
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Klonowanie genéw homeotycznych wykazalo, ze zawierajg one bardzo kon-
serwatywng sekwencje o dtugosci 180 nukleotydow. Sekwencja ta zostata odkryta
w roku 1984 i otrzymata nazwe homeoboksu (ang. homeobox). Homeoboks koduje
domene biatkowa, zwang homeodomeng, o dtugosci 60 aminokwasow, ztozona
z trzech fragmentow a-helikalnych, tworzacych strukture typu heliks-skret-heliks
(ang. helix-turn-helix). Homeodomeny wigzg sie ze specyficznymi sekwencjami
DNA i majace je biatka petnig funkcje czynnikéw transkrypcyjnych. Na podstawie
struktury homeodomeny geny homeotyczne zostaty podzielone na 18 grup [17].

Dotychczas zbadano wptyw na rozwo6j gruczotu mlecznego dwoch grup gendéw
homeotycznych -Hox i Muscle-SegmentHomeobox-Msx. Geny Hox sg zgrupowane
w czterech grupach sprzezeh - HoxA, HoxB, HoxC i HoxD. Badania ekspresji
tych genéw wykazaty, ze w gruczole mlecznym myszy dziewiczych zachodzi in-
tensywna transkrypcja genéw Hoxa9, Hoxb9 i Hoxd9\ podczas cigzy ich ekspresja
zmniejsza sig, a w laktacji zanika ekspresja genéw Hoxa9 i Hoxb9, chociaz ekspresja
genu Hoxd9 praktycznie sie nie zmienia [3]. Inaktywacja (knock-out) genow Hoxa9,
Hoxb9 i Hoxd9 nie wptywata na rozwdj gruczotu mlecznego podczas embriogenezy,
a takze u dziewiczych myszy, natomiast podczas cigzy i po porodzie obserwowano
niedorozwdj (hipoplazje) gruczotu mlecznego. Podobnie jak Hoxb9 zmienia sie
ekspresja genéw Hoxb7 [12] i Hoxc6 [5]; intensywna transkrypcja w gruczole mle-
cznym dziewiczych myszy zmniejsza sie podczas cigzy i laktacji i znowu wzrasta
podczas inwolucji. Autorzy sugerujg, Ze geny te odgrywayjg istotng role w rearanzacji
gruczotu mlecznego podczas inwolucji [3]. Badania ekspresji genéw homeotycznych
w gruczole mlecznym wykazaty, ze jest ona regulowana przez hormony i substancje
miedzykomorkowsg. Ekspresja genu Hoxc6 wzrastata po owariektomii myszy, co
Swiadczy o negatywnej regulacji tego genu przez hormony sterydowe [5], z kolei
gen Hoxa5 reguluje ekspresje receptora progesteronu [10]. Ekspresja genow ho-
meotycznych zalezy réwniez od substancji miedzykomorkowej. Przeniesienie ko-
mérek nabtonka gruczotu mlecznego linii CID-9 i SCp2 hodowanych na plastiku
na substancje miedzykomdrkowa wydzielong z mysiego migsaka Engelbrecht-Holm-
Swarm blokowato ekspresje genéw Hoxal i Hoxb7 [14].

Druga grupa gendéw homeotycznych, ktdra ma wptyw na rozwéj gruczotu mle-
cznego, to Muscle-Segment Homeobox (Msx). Ta rodzina skfada sie u ssakéw z
trzech gendéw - Msxl, Msx2 i Msx3. Ekspresja genébw Msx zachodzi w rozwoju
prenatalnym w miejscach interakcji nabtonek-mezenchyma ijest istotna dla rozwoju
koriczyn, zebdw i tozyska [4]. Dodanie glikokortykoidow do hodowanych in vitro
zarodkowych gruczotdw Slinowych indukowato ekspresje Msx2 oraz stymulowato
wzrost i rozgatezianie przewoddéw S$linowych [8]. Inaktywacja (knock-out) gendw
Msxl i Msx2 powodowata zatrzymanie rozwoju gruczotu mlecznego u myszy na
etapie inwaginacji nabtonka. Po inaktywacji jednego genu - Msx2 rozwdéj gruczotu
mlecznego zatrzymuje sie w stadium odpowiadajgcym 16-dniowemu zarodkowi
[12]. Hormony sterydowe maja odwrotny wpltyw na ekspresje genu Msx2 niz na
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ekspresje genu Hoxc6\ owariektomia powodowata znaczne zmniejszenie ekspresji
tego genu. Podskdrne podanie myszom estrogenu przywracato ekspresje genu Msx2
[6, 9]. Phippard i wsp. [9] sugeruja, ze ekspresja genu Msxl w gruczole mlecznym
po urodzeniu utrzymuje komérki gruczotu mlecznego w stanie kompetencji do
odpowiedzi na gwaltowne zmiany hormonalne oraz ze we wczesnej cigzy wzrost
ekspresji genow Msxl i Msx2 moze by¢ zwigzany z proliferacjg komorek i za-
pobieganiem przedwczesnej laktacji.

Czynniki transkrypcyjne MSX regulujg ekspresje gendéw bezposrednio, przez
wigzanie sie ze specyficznymi sekwencjami DNA w promotorach i/lub enhancerach
odpowiednich genéw (gen osteogeniny [13], podjednostki a hormonéw FSH, LH
i TSH [11]) lub posrednio - przez tworzenie komplekséw z innymi czynnikami
transkrypcji (np. gen miogeniny [18], autoregulacja genu MsxI[ 15]). Biatko ko-
dowane przez gen Msxl moze tworzy¢ kompleksy z czynnikami transkrypcji Spl
i CBP/p300 [15] oraz Lhx2 [2], a biatka kodowane przez Msx2 - z C/EBP, Mizl
[19] i Dix [20]. Interakcja biatek Msx z innymi czynnikami transkrypcji moze
zwieksza¢ powinowactwo Msx do DNA (Msx2 - Mizl) lub tez blokowa¢ wigzanie
Msx do specyficznych sekwencji DNA (np. Msxl - Lhx2, Msx2 - DIx5).

Badania przeprowadzone przez autora wykazaty, ze w gruczole mlecznym za-
chodzi ekspresja genow Msxl, Msx2, Mizl i DIx5, a poziom ekspresji tych genow
jest Scisle skorelowany ze wzrostem i rozgatezianiem przewodéw mlecznych. Po-
zwala to wysuna¢ hipoteze, ze czynniki transkrypcji Msx biorg udziat w prze-
kazywaniu sygnatu od estrogenu i progesteronu do gendéw regulujacych podziat
komoérek w zawigzkach pecherzykéw mlecznych i wzrost przewodéw mlecznych.
W celu sprawdzenia tej hipotezy utworzono konstrukty DNA, w ktérych ekspresja
gendéw Msxl i Msx2 jest kontrolowana przez promotor MMTV {Mouse Mammary
Tumor Virus). Promotor ten warunkuje ekspresje badanego genu w komdrkach
nabtonka gruczotu mlecznego oraz ma szereg sekwencji wigzacych receptor gluko-
kortykoidéw (GRE), co pozwala zwiekszy¢ intensywno$¢ transkrypcji genéw Msxl|
lub Msx2 przez podanie glikokortykoidow. Otrzymano stabilnie transfekowane
konstruktem MMTV-Msx2 linie komorek nabtonka gruczotu mlecznego NmuMG.
Dodanie glikokortykoidow do tych komorek hodowanych w zelu kolagenowym
prowadzito do znacznego zwiekszenia liczby struktur podobnych do przewoddow
mlecznych. Obecnie trwajg prace nad otrzymaniem myszy transgenicznych wy-
posazonych w konstrukty MMTV-Msxl i MMTV-Msx2 oraz nad identyfikacja
gendéw regulowanych przez czynniki transkrypcyjne Msxl i Msx2.
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Streszczenie: Wskazano na réznorodnos¢ form molekularnych fosfataz kwasnych wystepujacych w
tkankach i ptynach meskiego uktadu rozrodczego. Podkreslono glikoproteinowy charakter enzymow,
réznigcych sie liczbg i strukturgjednostek oligosacharydowych, warunkujacych ich mikroheterogenno$é
oraz wiasciwosci molekularne. Szczeg6lng role zwrécono na grupe biatkowych fosfataz tyrozynowych
oraz ich znaczenie diagnostyczne w patofizjologii dodatkowych gruczotéw ptciowych. Opierajac sie na
badaniach wiasnych scharakteryzowano fosfatazy kwasne uktadu rozrodczego knura.
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Summary: The different molecular forms of acid phosphatases occurring in the tissues and fluids of the
male reproductive tract have been identified. The defined glycoprotein character of acid phosphatases,
differing in the amount and structure of the oligosaccharide units, determine their microheterogeneity
and molecular properties. The role of protein tyrosine phosphatases and their diagnostic significance in
the patophysiology of accessory sex glands have been defined. These studies have characterized acid
phosphatases of boar reproductive system.
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1. WSTEP

Fosfatazy kwasne (fosfohydrolazy monoestréw fosforanowych, E.C. 3.1.3.2) sta-
nowig liczng grupe enzymodw, ktére ze wzgledu na mase mozna podzieli¢ na nisko-
czasteczkowe (13-16 kDa), $rednioczasteczkowe (35-55 kDa) i wysokoczastecz-
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kowe (pow. 100 kDa). Zwierzece kwasne fosfatazy réznig sie lokalizacjg wewnatrz-
komdrkowa, wiasciwosciami fizykochemicznymi, wrazliwos$ciag na inhibitory i spe-
cyficznoscig substratowg [8]. Aktywnos$¢ fosfataz kwasnych zlokalizowana jest
gtébwnie w lizosomach i cytozolu, chociaz wystepuje takze w mitochondriach, mi-
krosomach, jadrze komérkowym i btonach cytoplazmatycznych [27].

Fosfatazy kwasne cechuje mata specyficzno$¢ w stosunku do substratéw fosfo-
monoestrowych, natomiast wiele z nich przejawia in vitro aktywno$¢é fosfotrans-
ferazowa, przenoszac reszty ortofosforanowe na akceptor, ktdrym jest z reguty
grupa hydroksylowa.

Enzymy zwierzece, w odroznieniu od roslinnych nie wykazujg aktywnosci hy-
drolitycznej wobec pirofosforanu. Reakcje katalizowane przez fosfatazy kwasne
przebiegaja z wytworzeniem komplekséw przejsciowych, stabilizowanych przez
reszty histydylowe. Niektdre jednak fosfatazy kwasne wymagajg do katalizy réwniez
innych reszt aminoacylowych [31].

Rola fizjologiczna fosfataz kwasnych w organizmie nie zostata do tej pory jed-
noznacznie zdefiniowana. Spowodowane jest to nie tylko znaczng liczbg poznanych
fosfataz kwasnych, ale rowniez szerokim spektrum hydrolizowanych przez nie sub-
stratdbw. Funkcje metaboliczne fosfataz kwasnych zwigzane sa przede wszystkim
z kontrolg stopnia ufosforylowania substratdw oraz poziomu nieorganicznego fos-
foranu w komorce. Stanowi to zapewne bezposrednig przyczyne obserwowanej
wysokiej aktywnosci fosfataz kwasnych w tkance nerkowej oraz komérkach zwia-
zanych z sekrecjg hormondéw. Z kolei wysokie powinowactwo fosfataz kwasnych
do ufosforylowanych form pirydoksalu, pirydoksyny i pirydoksaminy wydaje sie
podkresla¢ ich role w mechanizmach regulujacych aktywno$¢ enzymow zaleznych
od witaminy B6. Nalezy zwr6ci¢ uwage, ze wykazywana przez fosfatazy kwasne
swoisto$¢ substratowa wobec fosforanow nukleozydéw sugerowaé¢ moze ich udziat
w przemianach kwaséw nukleinowych [8].

Szczegdblne miejsce w grupie fosfataz kwasnych zajmuja tzw. purpurowe fosfatazy
kwasne oraz niespecyficzne niskoczasteczkowe fosfatazy kwasne. Purpurowe fos-
fatazy kwasne, zaliczane do niskoczgsteczkowych (30-40 kDa) glikoprotein z jed-
nostkami wielomannozowymi, zawierajgcych dodatkowo jony zelazowe [5]. Sg to
enzymy oporne na dziatanie kwasu winowego (ang. tartrate resistant acid phos-
phatase, TRAP). Rola fizjologiczna purpurowych fosfataz kwasnych nie zostata
jeszcze w petni wyjasniona. Niemniej wystepowanie omawianych enzyméw w osteo-
klastach, makrofagach, granulocytach i leukocytach sugeruje ich udziat w regulacji
gospodarki mineralnej w tkance kostnej oraz mechanizmach odporno$ciowych [4].
Mozliwa jest réwniez rola zwigzana z transportem jonéw zelazowych. Podkresla
sie znaczenie diagnostyczne purpurowych fosfataz kwasnych, bowiem ich pod-
wyzszong aktywno$¢ obserwuje sie w przypadkach biataczek u ludzi [12].

Niskoczasteczkowe niespecyficzne fosfatazy kwasne, ze wzgledu na duze po-
winowactwo do reszt fosfotyrozylowych, zaliczane sg do grupy biatkowych fosfataz
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tyrozynowych. W sekwencjach aminokwasowych centrum aktywnego enzymu nie-
zbedne jest wystepowanie motywu (H/V)C(X5)R(S/T), ktory jest charakterystyczny
dla biatkowych fosfataz tyrozynowych. Enzymy te nie s3 hamowane przez winian
ifluorki, natomiast sg wrazliwe nazwigzki blokujace grupy SH. Najwyzszg aktywnos¢
niespecyficznych niskoczgsteczkowych fosfataz kwasnych wykazano w watrobie,
nerce, mozgu, sercu i tozysku [15].

2. FOSFATAZY KWASNE
MESKIEGO UKEADU ROZRODCZEGO

21 Tkanka jadrowa i plemiki

Zalezna od androgenow aktywnos$¢ fosfataz kwasnych wtkance jadrowej zwigzana
jest z kolejnymi etapami wytwarzania plemnikéw. W tkance jadrowej zlokalizowano
4 formy molekularne fosfatazy kwasnej, rdznigce sie whasciwosciami biochemicz-
nymi. Formy E | i E Il wydajg sie wystepowa¢ w lizosomach i/lub akrosomach,
natomiast pozostate dwie formy (E IlI-E 1V) wystepujg w stanie niezwigzanym.
Enzymy lizosomowe tkanki jadrowej gryzoni hamowane sg przez L-winian i fluorki,
za$ jony Co2+ okazaty sie ich aktywatorami. Vanha-Perttula i wsp. [24] stwierdzili,
ze defosforylacjabiatek cytoplazmatycznych i btonowych w procesie spermatogenezy
zwigzana jest z procesami dojrzewania plemnikéw. Omawiane zjawisko potwierdza
fakt wystepowania wysokiej aktywnosci fosfatazy kwasnej w kropli cytoplazmaty-
cznej niedojrzatych plemnikéw.

Fosfatazy kwasne wystepujg w formie zwigzanej z plazmolemma plemnikéw
wielu gatunkéw ssakow. W przypadku plemnikow cztowieka wysoka aktywno$é
enzymu koreluje z obnizong ruchliwoscig komérek [16]. Z kolei plemniki krolika
majg 5 form molekularnych fosfatazy kwasnej, sposrdd ktérych dwie zwigzane
sg akrosomem, a ich aktywnos$¢ zlokalizowana jest w regionie rdwnikowym i post-
akrosomowym gitéwki plemnika [6]. W przypadku plemnikéw buhaja aktywno$é
fosfatazy kwasnej zlokalizowana jest w segmencie post-akrosomowym, za$ u myszy
w wewnetrznej btonie akrosomowej [11].

22. Najadrza

Aktywno$¢ fosfatazy kwasnej obecna jest w najadrzach wszystkich gatunkéw
ssakow. Najwyzszg aktywnos$¢ wykazano w ptynie najadrzy Swinki morskiej i knura.
Najadrzowe fosfatazy kwasne biorg udziat w tworzeniu specyficznego srodowiska
dla dojrzewajacych plemnikéw prawdopodobnie uczestniczac w degradacji plemni-
kow nieprawidtowych lub starzejgcych sie. Najadrza szczura charakteryzujg sie
wystepowaniem trzech form molekularnych fosfatazy kwasnej, sposrdd ktérych
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jedna jest pochodzenia lizosomowego. Enzym ten ma mase czasteczkowg 97 kDa,
optimum pH 5,0 i jest wrazliwy na winian i fluorki [11].

2.3. Fosfatazy kwasne dodatkowych gruczotdw plciomych

Najwyzsza aktywno$¢ fosfatazy kwasnej ma ptyn prostaty cziowieka i malp
cztekoksztattnych, nizszg - psa, buhaja, $winki morskiej, kota, szczura i krolika.

Enzym plynu prostaty szczura ma mase czasteczkowg 150 kDa. W elektroforezie
denaturujgcej wykazano obecno$¢ heterogennych podjednostek o masach 46 i 48
kDa. Deglikozylacja enzymu przy uzyciu N-glikozydazy powoduje obnizenie masy
czasteczkowej podjednostek do 41 kDa. Wskazywac to moze, ze enzym jest trimerem,
ktérego podjednostki réznig sie miedzy sobg stopniem glikozylacji. Poznanie se-
kwencji aminokwasowej enzymu umozliwito produkcje rekombinowanego biatka
0 petnej aktywnosci enzymatycznej. Rekombinowana fosfataza kwasna prostaty
szczura ma mase czasteczkowg 155 kDa i wykazuje powinowactwo do fosfotyrozyny.
Enzym jest hamowany przez kwas L-winowy. Podjednostki omawianego enzymu
wykazujg tendencje do tworzenia form dimerowych o masie okoto 100 kDa, ktére
jednak nie wykazujg aktywnosci katalitycznej [26]. Wykazano 75% zgodnos¢ se-
kwencji aminokwasowej enzymu rekombinowanego z sekwencjg ludzkiej prosta-
towej fosfatazy kwasnej. Valenzia i wsp. [23] wykazali, ze fosfataza kwasna nie
jestjedynym enzymem majacym powinowactwo do fosfotyrozyny w prostacie szczu-
ra. Wykorzystujgc metode chromatografii powinowactwa i ligand grupowy - kon-
kanawaline A autorzy wykazali aktywno$¢ dodatkowej formy fosfatazy tyrozynowej,
nie wigzacg sie jednak z zastosowanym ligandem.

W wydzielinie prostaty psa gtdwnym enzymem jest esteraza argininowa, niemniej
stwierdza sie takze aktywnos¢ fosfatazy kwasnej.Enzym jest glikoproteing o budowie
podjednostkowej. Sktad aminokwasowy jest bardzo podobny do form izolowanych
z prostaty szczura i cztowieka.

W przypadku homogenatu prostaty psa obserwuje sie mikroheterogenno$¢ fos-
fatazy kwasnej przejawiajaca sie wystepowaniem 6-8 form molekularnych o pun-
ktach izoelektycznych zblizonych do pH 5,0. Forma sekrecyjna wystepuje w postaci
4 form molekularnych o punktach izoelektrycznych mieszczacych sie w zakresie
pH 4,2-4,8 i masach czasteczkowych 80-100 kDa [3]. Wedtug Aumtiller i wsp.
[2] dominujaca forma molekularna charakteryzuje sie masg czasteczkowg ok. 106
kDa. W elektroforezie denaturujacej stwierdza sie obecnos¢ jednego fancucha poli-
peptydowego o masie ok. 30 kDa.

Zrodtem fosfatazy kwasnej plazmy nasienia cztowieka jest prostata. Enzym
charakteryzuje sie podjednostkowg budowg, ma mase czasteczkowg ok. 100 kDa
1wykazuje niektére cechy katalityczne charakterystyczne dla biatkowych fosfataz
tyrozynowych. Obserwowana heterogenno$¢ form molekularnych uwarunkowana
jest obecnoscig w czasteczce enzymu jednostek oligosacharydowych, zawierajacych
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kwas sjalowy. W zaleznosci od sktadu jednostki oligosacharydowej enzym wy-
stepuje w formach roznigcych sie ruchliwoscia elektroforetyczng [14]. Yoshida i
wsp. [29] wykorzystujac lektyny wykazali, ze enzym wystepujacy w prostacie zmie-
nionej nowotworowo, w poréwnaniu z przypadkami tagodnego przerostu omawia-
nego gruczotu, wykazuje zwiekszong liczbe jednostek oligosacharydowych, nie
zawierajacych jednak reszt fukozy. Wskazywac¢ to moze, ze transformacja nowo-
tworowa powoduje zmiany w mechanizmach potranslacyjnej glikozylacji enzymu.

Chromatografia jonowymienna umozliwia wyodrebnienie z homogenatu prostaty
cztowieka dwoéch form molekularnych enzymu. Jedna, nazwana fosfataza kwasng
typu |, zostata oczyszczona i scharakteryzowana jako glikoproteina zawierajgca
w swojej czasteczce okoto 20 reszt cukrow obojetnych, 10 reszt heksozoamin i
7 reszt kwasu N-acetyloneuraminowego [11]. W pH 5,5 masa czasteczkowa oma-
wianej formy wynosi 102 kDa. Jednak przy nizszych i wyzszych warto$ciach pH
obserwuje sie dysocjacje enzymu, ktorej towarzyszy agregacja wiekszej liczby pod-
jednostek. Analiza sktadu aminokwasowego wykazata stosunkowo duza zawarto$¢
(15-18) reszt cysteiny, ktdrych obecnos$¢ w niewielkim stopniu wptywa na aktywno$¢
enzymu. Enzym jest syntetyzowany w formie prekursorawej, zawierajacej peptyd
sygnatowy ztozony z 31 aminokwasOw. Ludzka prostatowa fosfataza kwasna jest
wydzielana przez komérki nabtonkowe do ptynu prostatowego w formie bardzo
skoncentrowanej (ok. 1 mg enzymu/ml wydzieliny), po czym nastepuje usuniecie
peptydu sygnatowego. W taki sam sposéb odbywa sie sekrecja fosfatazy kwasnej
w prostacie szczura [26]. Aktywno$¢ prostatowych fosfataz kwasnych jest waznym
wyznacznikiem funkcji fizjologicznych tego gruczotu. Stwierdzono bowiem istnienie
korelacji miedzy zawartoscig cynku a aktywnoscig fosfatazy kwasnej w plazmie
nasienia mezczyzn z normospermig (r=0,81). Zaleznosci te wskazywa¢ mogg na
prostatowe Zrodto zaréwno jondw Zn , jak i fosfatazy kwasnej w nasieniu czto-
wieka [25]. Niewykluczona jest réwniez zdolno$¢ wigzania tych jonéw przez cza-
steczke enzymu. Interesujace jest, ze istnieje zalezno$¢ miedzy aktywnoscig fosfatazy
kwasnej, zawarto$Scig heterogennego biatka prostatowego i kwasu cytrynowego.
Nalezy podkresli¢, ze omawiane biatko sktada sie z dwoch podjednostek: biatka
PSP-94 i specyficznego antygenu prostatowego (PSA). W przypadkach zapalenia
prostaty {prostatitis) zawarto$¢ PSP-94 wyraznie obniza sie [28]. Z kolei tagodnym
przerostom lub nowotworom prostaty towarzyszy znaczny wzrost aktywnosci fo-
sfatazy kwasnej w surowicy krwi, co moze by¢ wywotane ,,wyciekiem” enzymu
na skutek uszkodzenia tkanek prostaty. W surowicy krwi pacjentéw z podwyzszong
aktywnos$cig prostatowej fosfatazy kwasnej stwierdzono wysokie powinowactwo
enzymu do fosfotyrozyny [13]. Aktywnos$¢ mierzona wobec fosfotyrozyny stanowita
bowiem 96% aktywnosci prostatowej fosfatazy kwasnej. Wskazywac¢ to moze, ze
prostatowa fosfataza kwasna, ktorej aktywnos$¢ zwieksza sie w surowicy krwi pa-
cjentéw z nowotworami prostaty, moze by¢ zaliczona do biatkowych fosfataz ty-
rozynowych.
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W ostatnich latach coraz wiekszg uwage zwraca sie na wewnatrzkomoérkowy
enzym prostatowy (tzw. prostatowa fosfataza kwasna typ I1). Jako biatkowa fosfataza
tyrozynowa enzym wydaje sie petni¢ kluczowg role w regulacji wzrostu komorek
raka prostaty.

Ludzkie fosfatazy prostatowe zaliczane sg tradycyjnie do grupy kwasnych, po-
niewaz w warunkach in vitro hydrolizujg syntetyczne substraty z maksymalng szyb-
kosciag w pH zblizonym do 5,0. Badania z wykorzystaniem ufosforylowanego
nabtonkowego czynnika wzrostu (EGF) jako substratu wskazuja jednak, ze we-
whnatrzkomdrkowa forma enzymu hydrolizowaé moze skutecznie ufosforylowane
substraty biatkowe w $rodowisku zblizonym do obojetnego. Lin i Meng [10] podjeli
préobe identyfikacji ufosforylowanych substratow biatkowych dla enzymu syntety-
zowanego w komorkach raka prostaty. Autorzy stwierdzili, ze substratem takim
moze by¢ biatko o masie 185 kDa, ktérego stopie ufosforylowania jest ujemnie
skorelowany z aktywnoscig enzymu. Z kolei Zhang i wsp. [30] wykazali, ze w
centrum aktywnym fosfatazy kwasnej defosforylujacej fosfotyrozyne niezbednajest
obecno$¢ histydyny w pozycji 12 i kwasu asparaginowego w pozycji 258. Autorzy
wykluczyli obecnos¢ cysteiny w pozycjach 183 i 281, jako aminokwasu warun-
kujacego przebieg reakcji hydrolizy fosfotyrozyny.

Prostatowa fosfataza kwasna budzi coraz wieksze zainteresowanie ze wzgledu
na niewyjasnione w petni funkcje plazmowego enzymu, jego powinowactwo do
fosfotyrozyny, jak réwniez mechanizmy androgenowej kontroli jego syntezy [9].

24. Fosfatazy kwasne ukdadu rozrodczego knura - badania wlasne

Gatunkowo specyficzne cechy ejakulatu knura, uwarunkowane anatomicznie roz-
budowanymi gruczotami pecherzykowymi, ktére sg miejscem syntezy i sekrecji
szeregu biatkowych i niebiatkowych sktadnikéw plazmy nasienia [21], od wielu
lat stanowig przedmiot zainteresowan naszego zespotu.

W przypadku nasilonej eksploatacji ptciowej knurow wykazano naruszenie do-
bowej produkcji plemnikéw oraz stopniowe zachwianie sprawnosci sekrecyjnych
najadrzy i gruczotdw pecherzykowych. Dobrymi wyznacznikami biochemicznymi
dysfunkcji wydzielniczych dodatkowych gruczotéw piciowych okazaty sie fosfataza
kwasna i fosfataza alkaliczna, ktérych aktywnos$¢ obnizata sie istotnie statystycznie
[20].

W poszukiwaniu Zrodet sekrecyjnych fosfatazy kwasnej w plazmie nasienia knura,
przez przeciecie nasieniowodéw (wazektomia) wytgczono sekrecje gornych odcin-
kow uktadu rozrodczego, gtdwnie najadrzy. Stwierdzono zmiany w profilu chro-
matograficznym i elektroforetycznym biatek plazmowych, wzrost ich aktywnosci
supresyjnej oraz okoto 60% obnizenie aktywnosci fosfatazy kwasnej. Omawianym
zmianom towarzyszyt zanik form najadrzowych enzymu, co wskazywa¢ mogto
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na wieloZrédtowe pochodzenie fosfatazy kwasnej w plazmie nasienia tego gatunku
zwierzat [19].

Z kolei zastosowanie atropiny do czesciowej blokady sekrecji dodatkowych gru-
czotdw piciowych knura spowodowato zmiany ilosciowe wydzielin najgdrzowych
ipecherzykowych. Zjawisko to przejawiato sie wzrostem aktywnosci fosfatazy kwas-
nej oraz zaktdéceniami zymogramu. Mianowicie, po poczgtkowym obnizeniu aktyw-
nosci formy pecherzykowej enzymu, pojawiata sie ona ponownie w ejakulatach
uzyskanych po uptywie 90 minut od iniekcji atropiny [17].

Dtugookresowa iniekcja (60 dni) niskich dawek syntetycznego antyandrogenu
-octanu cyproteronu (CPA), obok zaburzen wskaznikéw ilosciowych ijakoSciowych
nasienia, doprowadzita do zaktocenia sekrecji biatkowych i niebiatkowych kom-
ponentéw plazmy nasienia. Jednak w przypadku fosfatazy kwasnej nie obserwowano
zmiany aktywnos$ci wiasciwej enzymu. Istotne zaburzenia dotyczyty natomiast zy-
mogramu. Stwierdzono bowiem spadek aktywnosci form najadrzowych przy jed-
noczesnym wzroscie aktywnosci formy pecherzykowej fosfatazy kwasnej [18].

W plazmie nasienia knura zidentyfikowano 4 formy molekularne fosfatazy kwas-
nej, wsrod ktoérych zdecydowanie dominujg formy najadrzowe. Aktywnos$¢ form
najadrzowych obejmowata ponad 90% catkowitej puli aktywnosci fosfatazy kwasnej
[22]. Biorgc pod uwage role najadrzy w biochemicznym procesie dojrzewania ple-
mnikéw oraz degradacji plemnikéw starzejacych sie, funkcja kwasnej fosfatazy
dotyczy¢ moze wspomagania enzymow nukleolitycznych w omawianych procesach.

Zastosowanie technik chromatografii jonowymiennej i sagczenia molekularnego
pozwolito na izolacje z ptynu gruczotéw pecherzykowych knura homogennej formy
kwasnej fosfatazy.

Monomeryczna struktura i niska masa czgsteczkowa (41 kDa) kwalifikowaty
wstepnie omawiany enzym do grupy cytoplazmatycznych form fosfataz fosfotyro-
zynowych (m. cz. 30-50 kDa) lub biatkowych fosfataz fosfoseryno-fosfotreoni-
nowych (m. cz. 42-44 kDa). Pecherzykowa forma kwasnej fosfatazy wykazuje
szeroki zakres dziatania w pH 3,0-7,0 (optimum pH ok. 5,5). Niemniej jednak
powyzej punktu izoelektrycznego enzymu (pl=7,1) nastepuje gwaltowny spadek
aktywnosci enzymatycznej. Prezentowana cecha okresla efektywny tadunek ele-
ktrostatyczny czasteczki enzymu, co warunkowaé moze jego powinowactwo do
ufosforylowanych substratdw. Do oryginalnych cech pecherzykowej fosfatazy kwas-
nej nalezy zaliczy€ jej termostabilno$¢. Dopiero po 30 minutach ogrzewania enzymu
w obecnosci substratu w 80°C nastepowata kompletna inaktywacja enzymu. Nalezy
podkresli¢, ze w temperaturze 4°C oraz przy pH 5,0 badany enzym zachowywat
stosunkowo wysoka aktywno$¢. Zastosowanie specyficznych substratow i inhibi-
tordw, charakterystycznych dla réznych typéw fosfataz, pozwolito na okre$lenie
unikalnych wiasciwosci katalitycznych enzymu izolowanego z ptynu gruczotéw
pecherzykowych knura. Wyznaczone parametry kinetyczne enzymu wskazaty bo-
wiem na duze powinowactwo do fosfotyrozyny oraz substratéw oligopeptydowych
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zawierajgcych reszty fosfotyrozyny. Wartos¢ Kmdla fosfotyrozyny byta najmniejsza
(0,37 x 10_3M) w poréwnaniu z syntetycznymi fosforanami p-nitrofenolu i fenolu
(Km odpowiednio: 0,87 x 10 3M i 1,62 x 1CF3M). Niemniej, substraty oligopep-
tydowe, tj. fragment 1-17 ludzkiej gastryny i C-koncowy odcinek hirudiny, za-
wierajgce fosfotyrozyne, okazaty sie substratami preferowanymi przez pecherzykowg
forme kwasnej fosfatazy. Wartosci Km byly bowiem dla omawianych substratow
ponad 100-krotnie nizsze w poréwnaniu z wartosciami wymienionymi uprzednio,
chociaz obserwowano zréznicowanie miedzy badanymi peptydami.

Interesujacych informacji dostarczyty badania nad wptywem specyficznych in-
hibitorow na aktywno$¢é badanego enzymu. Okazato sie bowiem, ze typowe dla
biatkowych fosfataz fosfotyrozynowych inhibitory, tj. jony wanadanowe, molib-
denianowe oraz defostatyna, hamowaty aktywno$¢ pecherzykowej formy fosfatazy
kwasnej mierzonej wobec réznych substratéw. W przypadku jonéw wanadanowych
i molibdenianowych efekt hamowania zalezal od rodzaju substratu oraz stezenia
inhibitora w mieszaninie inkubacyjnej. Stwierdzona wybidrczo$¢ substratowa dzia-
fania inhibitorow potwierdzita nasze wcze$niejsze sugestie, ze izolowana forma
pecherzykowej fosfatazy kwasnej wykazuje wiasciwosci katalityczne charaktery-
styczne dla fosfataz biatkowych, preferujgcych obecno$é fosfotyrozyny w strukturze
czasteczki biatka lub peptydu. Biorgc pod uwage fakt, ze w hydrolizie monoestrow
fosforanowych przez biatka fosfatazowe duza role petnigjony metali, podjeto badania
nad wptywem jondw Zn2+ na aktywno$¢ izolowanego preparatu kwasnej fosfatazy.
Nie stwierdzono jednak stymulujacego wptywu réznych stezerh wymienionych jondw,
jak rowniez nie obserwowano zmian aktywnos$ci enzymu inkubowanego w obecnosci
wersenianu disodowego, chelatora jonowego. Omawiana wiasciwo$é katalityczna
pecherzykowej kwasnej fosfatazy wydaje sie odrézniac ten enzym od wielu kwasnych
fosfataz tkankowych. Dla przyktadu Agiolillo i Panara [1] wérod fosfataz zaleznych
od jondw cynkowych wyréznili u cztowieka dwie grupy enzymdw, tj. niskocza-
steczkowe Zn2+-zalezne kwasne fosfatazy (m. cz. 60 kDa) wystepujagce w mozgu,
jadrach i prostacie oraz wysokoczasteczkowe (pow. 100 kDa) Zn" -zalezne kwasne
fosfatazy charakterystyczne dla watroby, nerek i jelit. Uzyskane rezultaty badan
wskazujg wiec na to, ze kwasna fosfataza z gruczotdw pecherzykowych knura
nie jest metaloproteing.

Wedtug Zhang [31] w strategii katalitycznej fosfataz tyrozynowych cysteina
petni role czasteczki nukleofilowej, tworzac tiofosforanowy kompleks przejsciowy,
w ktdrego stabilizacje zaangazowana jest arginina. Z kolei reszta kwasu asparagi-
nowego inicjuje drugi etap reakcji, aktywujac czasteczke wody, ktéra powoduje
rozpad (hydrolize) tiofosforanowego kompleksu przejsciowego. Zastosowanie w
naszych badaniach jodoacetamidu, silnego blokera grup SH oraz obserwowane zde-
cydowane zahamowanie aktywnos$ci pecherzykowej fosfatazy kwasnej podkresla
znaczenie omawianych grup w funkcji katalitycznej badanego enzymu.
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Przeprowadzane sekwencjonowanie N-konca izolowanego biatka wykazato 92%
homologie sekwencji trzynastu pierwszych aminokwasow z sekwencjami fosfataz
kwasnych prostaty cztowieka i szczura. Nalezy nadmieni¢, ze ostatnio podana zostata
N-konncowa sekwencja aminokwasowa enzymu prostaty knura, ktéra nie wykazuje
jednak homologii z sekwencjg uzyskana w naszej pracowni dla enzymu izolowanego
zptynu gruczotéw pecherzykowych. Nie stwierdzono réwniez podobienstwa z wczes-
nej poznanymi sekwencjami enzymoOw prostaty czlowieka i szczura. Enzym z
ptynu gruczotow pecherzykowych knura charakteryzuje sie odmiennymi wiasci-
wosciami biochemicznymi w poréwnaniu z wymienionymi formami enzymow pro-
statowych. Przeprowadzone analizy wskazujg, ze jest on monomerem i nie jest
wrazliwy na kwas winowy. Bioragc pod uwage fakt, ze w przypadku knura gruczoty
pecherzykowe spetniajg wiodaca role sekrecyjng mozna przypuszczac, ze gtdwna
funkcja wyizolowanej kwasnej fosfatazy tyrozynowej dotyczy udzialu w mecha-
nizmach molekularnych kontrolujgcych stan fizjologiczny gruczotu.

W ostatnim okresie podjeto réwniez prébe izolacji enzymu najadrzowego wyka-
zujacego ruchliwosé elektroforetyczng do anody. Czteroetapowe postepowanie izo-
lacyjne z zastosowaniem chromatografii jonowymiennej, chromatografii hydro-
fobowej, chromatografii powinowactwa oraz chromatoogniskowania pozwolito na
bardzo duze oczyszczenie (55 000 razy) fosfatazy kwasnej z og6lng wydajnoscia
55%. Homogenna elektroforetycznie forma AcP ma m. cz. ok. 50 kDa, za$ optimum
pH wobec p-nitrofenylofosforanu wynosito 4,3. Warto$¢ statej Michaelisa dla p-
nitrofenylofosforanu okreslono na 0,63 x 1CT3 M, z kolei pi byt okoto pH 7,0.
Kwas L-winowy, wanadan sodowy i molibdenian amonowy hamowaty aktywnos¢
AcP. Przy 5 mM stezeniu omawianych inhibitoréw obserwowano obnizenie aktyw-
nosci enzymu odpowiednio o 40, 35 i 75%. Wstepne wyniki badahn wskazujg na
zréznicowane wiasciwosci katalityczne form molekularnych fosfataz kwasnych, uwa-
runkowane tkankowa sekrecja (najadrza, gruczoty pecherzykowe). Enzym z najadrzy
ma szereg wiasciwosci odrdézniajgcych go od formy izolowanej z gruczotow pe-
cherzykowych, co prawdopodobnie zwigzane jest z odrebnymi funkcjami fizjo-
logicznymi w poszczeg6lnych odcinkach ukfadu rozrodczego i nasieniu knura. Stad
aktywnos$¢ form molekularnych fosfatazy kwasnej plazmy nasienia moze by¢ wy-

korzystana w diagnostyce funkcji fizjologicznych narzadéw uktadu rozrodczego
knura.
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SOMATIC CLONING: PERSPECTIVES FOR ANIMAL BREEDING,
PHARMACY, MEDICINE, AND FOR PRESERVATION
OF ENDANGERED MAMMALIAN BREEDS AND SPECIES

Jacek A. MODLINSKI, Jolanta KARASIEWICZ

Zaktad Embriologii Doswiadczalnej, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN,
Jastrzebiec

Streszczenie: Mimo ze efektywno$¢ klonowania somatycznego nie przekracza 1-2% urodzonych zwie-
rzat w stosunku do liczby zrekonstruowanych oocytéw, to klonowanie wykorzystywane jest do powie-
lania zwierzat o szczegblnych wartosciach hodowlanych lub odpornosci na choroby, a takze do
uzyskiwania zwierzat transgenicznych produkujacych w mleku lub w moczu ludzkie biatka terapeuty-
czne. Szczegblnie szeroko oméwiono zastosowanie klonowania somatycznego do ratowania gingcych
ras i gatunkéw ssakéw, a nawet do restytucji gatunkéw juz wymartych. Przedyskutowano wytanbiajace
sie w wyniku dotychczasowych do$wiadczen watpliwosci dotyczace mechanizmow lezacych u podstaw
metodyki klonowania (aktywacja oocytu, wybér fazy GO/G1 cyklu komérkowego jadra) oraz przyczyn
zaburzen rozwojowych u klonowanych zwierzat i wieku sklonowanych osobnikow.

(Postepy Biologii Komérki 2001; 28 supl. 18: 157-176)

Stowa kluczowe: klonowanie somatyczne, cykl komoérkowy, hodowla, rzadkie i zagrozone gatunki,
anomalie rozwojowe

Summary: Although the efficiency of somatic cloning does not exceed 1-2% of born animals in relation
to reconstituted oocytes, the cloning is being used to multiply animals of particularly high breeding value
or imunological resistance, as well as to obtain transgenic animals producing human therapeutic proteins
in milk or urine. An extensive overwiev has been presented of the possible role of somatic cloning in the
rescue of endangered breeds and species of mammals, and in the restitution of already extinct ones. The
doubts are discussed, which have emerged from up to now experiments and which concern the
mechanisms underlying methods of cloning (oocyte activation, the choice of GO/G1 phase of the cell
cycle of donor nucleus) and the causes of developmental abnormalities in cloned animals as well as the
age of cloned specimen.

(Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18: 157-176)
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WSTEP

Od momentu narodzin Dolly i Cumuliny [58,49], kiedy stato sie¢ wiadome, ze
mozliwe jest uzyskanie ssak6w w wyniku transplantacji do wyjadrzonych (enu-
kleowanych) oocytéw jader pochodzgcych z komoérek dorostych zwierzat, klono-
wanie somatyczne wyodrebnito sie jako nowy kierunek badan i wkrotce zostato
jedng z najbardziej dynamicznie rozwijajacych sie dziedzin biotechnologii rozrodu.

W ciggu czterech lat metodg klonowania somatycznego otrzymano bydto, owce,
kozy, Swinie, myszy, a ostatnio nawet gaura. Chociaz efektywno$é klonowania
somatycznego jest ciggle bardzo niska i nie przekracza 1-2% urodzonych zwierzat
w stosunku do liczby zrekonstruowanych oocytéw i $rednio 10% w stosunku do
liczby rozwijajgcych sie zarodkow przeszczepionych do biorczyn, to problematyka
klonowania somatycznego wzbudza ogromne, i ciggle rosngce zainteresowanie. Przy-
czyny tego sag wielorakie, zarébwno poznawcze jak i czysto praktyczne. Analiza
interakcji jadrowo-cytoplazmatycznych w hybrydowych komdrkach uzyskanych w
wyniku transplantacji jader komdrek zréznicowanych do ,,niezréznicowanej” cy-
toplazmy oocytu umozliwi z pewnoscig lepsze zrozumienie mechanizmdw rézni-
cowania komorkowego, jak réwniez przyczyni sie - by¢é moze - do pehniejszego
poznania mechanizmdw starzenia sie komérek i organizmu. Dla hodowli klonowanie
somatyczne stwarza mozliwosci powielania zwierzat o szczeg6lnej wartosci ge-
netycznej i uzytkowej. Dla farmacji stwarza ono realne perspektywy znacznie efe-
ktywniejszego, a co za tym idzie, znacznie tanszego uzyskiwania zwierzat
transgenicznych produkujacych w mleku lub w moczu cenne ludzkie biatka tera-
peutyczne. Dla medycyny wreszcie klonowanie somatyczne otwiera droge do uzy-
skania zrodta narzaddéw do ksenotransplantacji, jak réwniez stwarza perspektywy
komarkowej terapii wielu ciezkich choréb. Ostatnio zwraca sie réwniez coraz wieksza
uwage na mozliwos$¢ wykorzystania metod embriologii doswiadczalnej, w tym klo-
nowania somatycznego, w ratowaniu gingcych ras i gatunkow ssakéw [8], a nawet
w restytucji gatunkéw juz wymartych.

METODYCZNE ASPEKTY KLONOWANIA
SOMATYCZNEGO

W somatycznym klonowaniu ssakéw, do enukleowanego oocytu wprowadzane
jest droga elektrofuzji, lub - coraz czesciej - mikrochirurgicznie, jadro komorki
somatycznej. Komérki-dawcy jader pochodzg z tkanek ptodowych, tkanek osob-
nikéw dorostych lub tez hodowanych in vitro linii komdrkowych. W przeciwienstwie
do klonowania zarodkowego, w ktérym jadra wprowadzane sg z reguty do uprzednio
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aktywowanych oocytéw (pre-aktywacja), w klonowaniu somatycznym jadra ko-
mdrkowe wprowadzane sg do nieaktywowanych oocytéw metafazowych (oocyty
MII). W oocytach takich pod wptywem MPF (ang. maturation/meiosis/mitosispro-
moting factor) dochodzi do zaniku otoczki jadrowej (NEBD; ang. nuclear envelope
break-down), kondensacji chromatyny i wyréznicowania si¢ chromosomoéw (PCC;
ang. premature chromosome condensation). Nie wiadomo - jak do tej pory -
dlaczego NEBD i PCC, ktorych zdecydowanie niekorzystny wptyw na rozwdj re-
konstruowanych zarodkow stwierdzono w przypadku klonowania zarodkowego,
sprzyjaja przemodelowaniu i przeprogramowaniu jader komérek somatycznych. Sa-
dzi¢ mozna jednak, ze wystawienie ,nagiej”, silnie skondensowanej - po zajsciu
PCC - chromatyny jader somatycznych oraz biatek jadrowych na dtugotrwate dzia-
tanie czynnikéw operujacych w cytoplazmie oocytéw MII jest warunkiem konie-
cznym do tego, aby zaszto peine przemodelowanie i przeprogramowanie jader
somatycznych, co z kolei jest conditio sine qua non prawidtowego rozwoju re-
konstruowanych oocytéw. Mozna réwniez przypuszczaé, ze przemodelowanie wpro-
wadzonych jgder somatycznych nie jest zjawiskiem jednorazowym, lecz ciggiem
przemian zachodzacych podczas kolejnych mitoz. Z tego wzgledu dodatkowa runda
NEBD i PCC, jakim ulegajgjadra w cytoplazmie oocytdw MII, moze mie¢ korzystny
wptyw na ich przemodelowanie. W kilka godzin po wprowadzeniu jadra oocyty
sq aktywowane (post-aktywacja). Dochodzi wtedy do dekondensacji chromatyny,
odtworzenia otoczki jgdrowej i utworzenia jadra interfazowego. Dotychczasowe
badania wskazujg réwniez, ze w przypadku klonowania somatycznego komorki-
dawcy jader powinny by¢ w fazie GO/G1 cyklu komérkowego. Osiaggna¢ to mozna
badZ przez uzywanie komérek bedacych naturalnie w tej fazie cyklu (np. komoérek
nerwowych, komorek pecherzykowych lub komoérek Sertolego), przez hodowle ko-
mérek w pozywce o drastycznie obnizonej zawarto$ci surowicy lub tez przez ich
sortowanie w cytometrze przeptywowym. Doktadny opis metodyki klonowania soma-
tycznego zawarty jest w opublikowanych ostatnio artykutach Tsunody i Kato [43]
oraz Modlinskiego i wsp. [26]

W badaniach nad klonowaniem somatycznym przetestowano w ostatnich mie-
sigcach -jako dawcéw jader - komdrki pochodzace z kilkunastu rodzajow tkanek
pobranych zaréwno z ptodow, jak i ze zwierzat dorostych obojga ptci bedacych
w réznym wieku [19,51] (przeglad w [28]). Uzyskano sklonowane zwierzeta po
transplantacji jader komorek pobranych z wielu tkanek, narzadéw i czesci ciata
(tab. 1), jednak tylko w kilku przypadkach ich fenotyp byt fatwy do okre$lenia
(komorki pecherzykowe, leukocyty, komorki nabtonka jajowodu i macicy oraz fi-
broblasty skory). W wiekszosci przypadkow, gdy komdrki pobierane byty z ucha,
ogona, miesni, gruczotu mlekowego, gonad i ptuc ptodowych, ich fenotyp byt trudny
do okreslenia. Przypuszcza¢ jednak mozna, ze we wszystkich tych przypadkach
dawcami jader byty fibroblasty lub fibrocyty. Jadra innych komoérek o okreslonym
fenotypie, takich jak: neurony, komorki Sertoliego dorostych zwierzat czy tez komorki
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TABELA 1. Wykorzystanie jagder komorek dorostych osobnikéw w somatycznym klonowaniu
ssakow

Gatunek  Typ komoérek dawcéw Pochodzenie, piec, Wyniki
jader szczep (rasa)
Mysz komorki pecherzykowe cumulus oophorus - warstwa myszy/samice [49]

ziarnista owulowanych oocytéw,
samice, B6D2F1, B6C3F1

komérki nerwowe moézg, samice, B6D2F1 7 dn. ptody/samice
[49]
komorki Sertoliego jadra noworodkéw, samce, myszy/samce [30]
rézne linie myszy FlI
komorki ogona koniec ogona, samce, B6C3F1 myszy/samce [501
Owca nieznany gruczot mleczny, ciezarna 6-letnia jagnie/samica [58]
samica, Finn Dorset
Bydto komérki pecherzykowe cumulus oophorus - warstwa cieleta/samice [18]*

ziarnista owulowanych oocytéw,
samice, Japonska czarna

komorki nabtonkowe  jajowod, samice, Japoriska czarna cieleta/samice [18]*

komérki pecherzykowe warstwa ziarnista pecherzyka jajni- cieleta/samice [54]**
kowego, samice, rasa nie podana

fibroblasty ucho, samce, Japonska czarna cieleta/samce
ucho, samice, Japoiska czarna cieleta/samice [19]
i Holstein

komérki z miesni miesien najdtuzszy grzbietu, samce, cieleta/samce  [41]

(fibroblasty? fibrocyty?) Japonska czarna

leukocyty krew obwodowa, samice, ciele/samiec [11]
Brown Swiss

fibroblasty skora, samice, Japoriska czarna ciele/samica

skora, noworodek samiec, Holstein ciele/samiec
skéra, noworodek samica, Holstein ciele/samica [19]

komorki watroby watroba, noworodek samiec,
Holstein
komérki nabtonkowe  siara, samica, Holstein cieleta/samice [20]
gruczotu mlecznego
Swinie komorki pecherzykowe warstwa ziarnista pecherzyka jajni- prosieta/samice [35]

kowego, samice, Large White X

Landrance x Duroc
*Urodzone cieleta (8 osobnikéw) stanowity klon, gdyz komdrki pecherzykowe i komérki nabtonka
jajowodu pochodzity od jednej krowy.
**Uzyskano klon liczacy 10cielat. Jest to najliczniejszy, jak do tej pory, klon uzyskany u bydta w wyniku
klonowania somatycznego.
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nerki, podtrzymywaty rozwdéj rekonstruowanych zarodkéw tylko do wczesnego etapu
cigzy (przeglad w [28,56]). Nie wiadomo jednak, czy réznice w potencjach roz-
wojowych zarodkéw rekonstruowanych w wyniku transplantacji jader roznych ro-
dzajow komdrek wynikajg z réznej podatnosci ich jader na przemodelowanie i
przeprogramowanie w cytoplazmie oocytéw MII, czy tez odgrywaja tu role jakie$
inne czynniki, takie jak na przykitad niedoskonatos$ci stosowanych obecnie metod
wprowadzania jader i metod aktywacji oocytéw.

KLONOWANIE SOMATYCZNE A HODOWLA ZWIERZAT

Powszechnie uwaza sig, ze klonowanie somatyczne przyspieszy¢ moze znacznie
postep hodowlany umozliwiajac uzyskanie w krdtkim czasie duzej liczby iden-
tycznych zwierzat o najbardziej wartosciowych, $cisle okre$lonych genotypach. Za-
pomina sie jednak czesto o tym, ze zwierzeta uzyskiwane w wyniku klonowania
somatycznego sg jedynie ,kopiami genetycznymi” genomu zawartego w jadrze
klonowanego osobnika, a nie jego wiernymi replikami. Pomija sie bowiem wptyw
na identyczno$¢ uzyskiwanych klonéw takich czynnikow, jak: mutacje, mitochon-
drialny DNA oocytéw czy tez efekty matczyne spowodowane przez zastepcze matki.
Nie bez znaczenia sg réwniez dotychczasowe koszty klonowania somatycznego,
ktére w chwili obecnej sa catkowicie nieoptacalne dla hodowcoéw. Z niezwykle
doktadnej analizy przeprowadzonej przez Van Vlecka [47] i dotyczacej mozliwosci
praktycznego zastosowania klonowania w hodowli zwierzat gospodarskich wynika,
ze korzysci ptynace ze stosowania tej metody nie sa dla hodowli tak jednoznaczne,
jak sie powszechnie uwaza.

Tym niemniej jednak, przeprowadzane sg juz obecnie w USA pierwsze proby
klonowania u bydta szczegdlnie warto$ciowych osobnikdéw. Sklonowano dwie krowy
rasy Brangus i Charolois, ktére na podstawie bardzo doktadnej oceny selekcyjnej
uznano za top performers. Urodzone jatdwki uzyskano jedynie po transferze jader
fibroblastow pochodzacych ze skory krowy rasy Charolois, natomiast wszystkie
ptody powstate po transplantacji jader fibroblastow krowy rasy Brangus obumarty
w ciggu pierwszych 90 dni cigzy [56]. W ubiegtym roku dokonano réwniez w
Kanadzie udanej préby sklonowania jednego z najlepszych na $wiecie buhajéw,
buhaja Hanoverhill Starbuck, dwa lata po jego $mierci.

Oprécz mozliwosci powielania u zwierzat gospodarskich szczeg6lnie cennych
okazéw ras mlecznych i miesnych, duze znaczenie dla hodowli zwierzat miatoby
uzyskanie klonéw cechujacych sie duza odpornoscig na choroby, w tym réwniez
na choroby pasozytnicze. Pierwszym krokiem, jaki zrobiono w tym kierunku, jest
podjeta obecnie w USA préba sklonowania buhaja rasy Black Angus, u ktoérego
stwierdzono naturalna, genetycznie uwarunkowana odporno$é na brucelloze. Po
transferze do 20 biorczyn 39 blastocyst otrzymanych po wprowadzeniu do oocytéw
jader fibroblastow uzyskano 10 ciaz, z ktérych dwie maja szanse, aby byly donoszone
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do konica [56]. Rozwazana jest rdwniez - jak na razie teoretycznie - mozliwo$é
zastosowania technik wspomaganego rozrodu (ART; ang. assisted reproduction
technologies), w tym klonowania somatycznego, do uzyskania bawotow afrykanskich
(Syncerus caffer caffer) wolnych od gruzlicy ibrucellozy (bawoty te zyja na terenach
endemicznego wystepowaniatych chordb), anastepnie wprowadzenia takich zwierzat
na tereny, gdzie te choroby nie wystepujg. Rosngcym zainteresowaniem cieszg
sie tez rasy bydta i owiec pochodzace z izolowanych wysp nowozelandzkich, a
takze bardzo rzadka juz dzi$ rasa owiec Gulf Coast Native, u ktérych wytworzyta
sie duza, niespotykana u innych ras odporno$¢ na pasozyty zwierzece.

Dla hodowli bardzo istotna jest obecnie mozliwo$¢ uzyskania - drogg sterowanej
mutagenezy (ang. gene targeting) oraz klonowania somatycznego - zwierzat ze
zinaktywowanym genem biatka prionowego (PrPSc; ang. proteinase-resistant pro-
tein) odpowiedzialnego za powstawanie pasazowalnych encefalopatii gabczastych
(TSEs; ang. transmissible spongiform encephalopathies), zw#aszcza scrapie u owiec
i BSE (ang. bovine spongiform encephalopathy) u bydta. Ma to o tyle istotne zna-
czenie, oprocz powodow czysto ekonomicznych, ze istniejg uzasadnione podejrzenia
0 zoonotyczne powigzania pomiedzy BSE a nowag odmiang choroby Creutzfeld-
ta-Jakoba (nvCJD; ang. new variant Creutzfeldt-Jakob Disease) u ludzi, i ktdrej
pierwszy przypadek opisano w 1996 r. [13,57]. Badania w tym kierunku rozpoczeto
u myszy i wykazano, ze inaktywacja tego genu nie wywotuje u nich zadnego
szkodliwego efektu, a myszy z homozygotycznym nokautem PrPSC sg odporne
na scrapie po wprowadzeniu do ich organizmu prionéw; myszy kontrolne umieraty
po 5-6 miesiacach [5,53]. Uzyskanie transgenicznych osobnikow u bydta i owiec
odpornych na BSE i scrapie i ich powielenie metodg klonowania somatycznego
jest o tyle istotne, ze - jak tego dowodzag wieloletnie badania przeprowadzone
w WIk. Brytanii i USA na duzej liczbie zwierzat - encefalopatie te nie sg przenoszone
przez zarodki, nawetjezeli zostaty one przeszczepione do biorczyn, uktérych choroby
te zostaty p6zZniej stwierdzone. Bardzo doktadne oméwienie tego problemu zawarte
jest w opublikowanej niedawno pracy Wrathalla [61].

ZASTOSOWANIE KLONOWANIA SOMATYCZNEGO
W FARMACIJI | MEDYCYNIE

Mozliwosci wykorzystania klonowania somatycznego w uzyskiwaniu i namna-
zaniu transgenicznych zwierzat wytwarzajacych ludzkie biatka terapeutyczne, jak
réwniez bedacych zrédlem narzadoéw do ksenotransplantacji, zostaty ostatnio szcze-
gétowo omoéwione [28,29]

Najnowsze badania nad sterowang mutagenezg u zwierzat gospodarskich [2,25]
(komentarz w [7]) przyniosg niewatpliwe korzysci dla medycyny i farmacji. Byc¢
moze stanie sie mozliwe unieczynnienie antygendw transplantacyjnych przy kseno-
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transplantacjach, inaktywacja genow odpowiedzialnych za powstawanie chorob
neurodegeneracyjnych, a takze precyzyjne wprowadzanie transgenéw odpowiedzial-
nych za wytwarzanie u zwierzat transgenicznych ludzkich biatek terapeutycznych.
Sterowang mutageneze przeprowadzono wczesniej jedynie u myszy, przede wszy-
stkim z tego powodu, ze do niedawna nie udato sie u innych gatunkéw ssakow
uzyskaé linii pierwotnych komdrek zarodkowych. W tym kontekscie celowane wpro-
wadzenie genéw do fibroblastow ptodowych owcy nalezy uzna¢ za osiaggniecie
duzej rangi. Transgen AATC2 ztozony z ludzkiego genu a-l-antytrypsyny i pro-
motora, jakim byt gen owczej {3-laktoalouminy zapewniajacy ekspresje w gruczole
mlekowym wprowadzony zostat w locus owczego genu al(l)prokolagenu
(COL1A1). Gen COL1A1 zostat wybrany z trzech powodow: po pierwsze przejawia
wysoka ekspresje w fibroblastach, po drugie jestjednym z niewielu dobrze poznanych,
scharakteryzowanych i sklonowanych owczych gendw (jest poza tym wysoce kon-
serwatywnym genem u wielu gatunkéw ssakdéw), a po trzecie mutacja tego genu
moze powodowaé u ludzi schorzenia tkanki tacznej, takie jak np. niewtasciwe ko-
stnienie (osteogenesis imperfecta). Po przeszczepieniu do enukleowanych oocytow
jader tak genetycznie zmodyfikowanych fibroblastow i transferze rekonstruowanych
zarodkéw do biorczyn, otrzymano jagnieta Kupida i Diane, pierwsze - inne niz
mysz - transgeniczne zwierzeta uzyskane w drodze sterowanej mutagenezy [25].

Klonowanie w odniesieniu do cztowieka budzi najwieksze kontrowersje. Roz-
rézni¢ nalezy dwa mozliwe rodzaje klonowania somatycznego u ludzi: klonowanie
reprodukcyjne i klonowanie terapeutyczne. To ostatnie zostato wcze$niej szcze-
gétowo omowione [17]. Jesli chodzi natomiast o klonowanie reprodukcyjne, to
rozwazane jest w niektérych krajach dopuszczenie tego typu klonowania w terapii
szczegblnie uzasadnionych przypadkéw nieptodnosci. Dotyczytoby to tylko tych
przypadkéw, kiedy mezczyzna jest catkowicie nieptodny (np. na skutek wypadku)
lub tez kiedy zawodzg wszystkie inne metody wspomaganego zaptodnienia, w tym:
IVF (ang. in vitrofertilization), ICSI (ang. intracytoplasmic sperm injection), ROSI
(ang. round spermatid injection) i ELSI (ang. elongated spermatid injection), a
nawet transplantacjajader spermatocytdw Il rzedu. Nalezy doda¢, ze z biologicznego,
jak i z metodycznego punktu widzenia zabieg ten jest catkowicie mozliwy do
przeprowadzenia, zwtaszcza w takich krajach, jak USA, w ktorych istnieje legalny
i dobrze rozwiniety rynek obrotu oocytami ludzkimi.

KLONOWANIE SOMATYCZNE A OCHRONA GINACYCH
RAS i GATUNKOW SSAKOW

Wedtug World Watch List for Domestic Animal Diversity (WWL-DAD) [60]
sposrod 2719 skatalogowanych ras zwierzat gospodarskich (bydto, bawoty, Swinie,
owce, kozy, konie i osty) liczebno$¢ populacji jest znana w 1433 rasach. Z tej
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liczby, 390 ras (27%) jest obecnie zagrozonych wyginieciem. Ze wzgledu jednak
na to, ze uzyskanie doktadnych informacji z wielu rejonéw S$wiata jest bardzo
trudne lub wrecz niemozliwe, uwaza sie - na podstawie posrednich informacji
- ze ogo6lna liczba ras zwierzat gospodarskich zyjgcych na Swiecie (wliczajac
w te liczbe rasy udomowionego ptactwa) jest znacznie wieksza i wynosi okoto
4 000. Przyjmujac, ze - podobnie jak w przypadku ras o znanej liczebnosci -
27% z nich osiggneto stan krytyczny lub stan zagrozenia, otrzymujemy liczbe ponad
tysigca ras, ktore w najblizszym czasie mogg znikng¢ z powierzchni Ziemi. Jezeli
-jak sie uwaza - okoto 5% z tych ras znika w ciggu roku, oznacza to, ze przecietnie
co tydzien ginie na Swiecie jedna rasa zwierzgt gospodarskich. Wedtug danych
z potowy lat dziewiecCdziesigtych w okresie ostatnich Kilkudziesieciu lat na Swiecie
wygineto juz okoto 620 ras, gtownie w Europie i na terenach bylego ZSRR.

Dramatyczna jest réwniez sytuacja wielu dziko zyjacych gatunkéw ssakéw. Ze
wzgledu na czesty brak danych dotyczacych liczebnosci i sktadu populacji, nie
mozna w odniesieniu do dziko zyjacych zwierzat stosowac tych norm kwalifikacji
zagrozenia gatunku, jakie sg stosowane do ras gatunkéw udomowionych. Nie sposéb
jest oczywiscie wymieni¢ wszystkich gatunkéw ssakéw zagrozonych wyginieciem,
wystarczy jednak wspomnieé, ze wsrod okoto 25 dzikich gatunkéw i podgatunkow
bydta, bawotdw i bizonéw (kretorogie - Bovidae, podrodzina Bovinae) oraz 36
gatunkéw dzikich kotowatych {Felidae), wiekszos¢ uznana jest przez World Con-
servation Union (IUNC) Red List za gatunki zagrozone wyginieciem, a stan nie-
ktérych z nich okreslany jest jako krytyczny, a nawet skrajnie krytyczny. Dotyczy
to, miedzy innymi, seladanga {Bos gaurus hubbacki), ktérego populacja wynosi
ok. 500 osobnikow i ulega gwattownemu spadkowi, kupreja {Bos suaveli) - dzikiego
gatunku bydta odkrytego w Indochinach dopiero w 1937 r. - najrzadszego pra-
wdopodobnie gatunku duzego ssaka [52] oraz tamarawa {Bubulus mindorensis),
ktérego liczebno$é spadta w ostatnim dziesiecioleciu z 10000 do 250 sztuk i wykazuje
dalszg tendencjg spadkowa. W ubiegtym roku wyginat bucardo {Capra pyrenaica
pyrenaica), nominotypowy podgatunek koziorozca pirenejskiego. Wysoce krytyczna
jest réwniez sytuacja gorskiego podgatunku antylopy bongo {Boocercus eurycercus)\
na wolnosci zyje nie wiecej niz 50 zwierzat zamieszkujacych niewielki gorski rejon
w Kenii.

Konieczno$¢ ochrony gatunkdw gingcych nie ulega watpliwosci. Dlatego tez,
obok konwencjonalnych metod zwiekszania liczebnosci ich populacji, takich jak
rozmnazanie zwierzat w ogrodach zoologicznych i specjalnych fermach hodow-
lanych, czy tez tworzenie rezerwatoéw i parkow narodowych, coraz wiekszg uwage
poswieca sie technikom wspomaganego rozrodu (ART), zwiaszcza w odniesieniu
do gatunkéw blisko spokrewnionych z tymi gatunkami udomowionymi, u ktérych
techniki te sg juz praktycznie stosowane. ART obejmujg zarbwno metody super-
owulacji, kriokonserwacji nasienia, zaptodnienia in vitro, przenoszenia zarodkow,
jak ich obecnie najwyzsza forme, jaka jest klonowanie somatyczne.
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Pierwszym przyktadem zastosowania klonowania somatycznego do ratowania,
a wiasciwie juz restytucji, jednej ze skrajnie zagrozonych ras bydta byto pomysine
sklonowanie ostatniej zyjacej krowy rasy Enderby Island [55]. Rasa ta wywodzi
sie z bydta typu shorthorn, sprowadzonego ok. 1800 r. przez wielorybnikéw na
nalezagcg obecnie do Nowej Zelandii subantarktyczng wyspe Enderby Island. Z
rasy tej, w 1996 roku pozostatajuz tylkojedna krowa. Zjej pecherzykow jajnikowych
pobrane zostalty metodg OPU (ovum pick-up) komoérki warstwy ziarnistej, ktérych
jadra wprowadzono do enukleowanych oocytow uzyskanych z jajnikéw bydia
rzeznego. Z 22 blastocyst otrzymanych po hodowli in vitro rekonstruowanych oo-
cytow iprzeszczepionych do biorczyn popularnych ras bydta uzyskano dwa urodzone
cieleta. Jedno z cielat wykazywato wiele anomalii rozwojowych i zostato po dwéch
dniach us$pione. Drugie byto catkowicie normalne, a jego fenotyp, jak rowniez
analiza mikrosatelitarnego DNA, potwierdzaja, ze jest to ciele rasy Enderby Island.
Obecnie prowadzone sg proby uzyskania kolejnych sklonowanych cielat. Przepro-
wadzono réwniez pomysine sklonowanie krowy pochodzacej z prymitywnej, ro-
dzimej koreanskiej rasy HanWoo [15]. Jako dawcow jader uzyto komorek
pecherzykowych oraz komérek nabtonka macicy.

O ile somatyczne klonowanie zagrozonych wyginieciem ras zwierzat gospo-
darskich napotyka jedynie na ogdlnie znane trudno$ci zwigzane ze stosowaniem
tej metody, to klonowanie zagrozonych dzikich gatunkéw ssakow stwarza dodatkowe
problemy. U zwierzat gospodarskich, oocyty i komdrki-dawcy jader sg jednoga-
tunkowe; tego samego gatunku sg réwniez biorczynie, do ktérych przeszczepiane
sg rekonstruowane zarodki. Natomiast w przypadku gingcych gatunkéw dzikich
zwierzat nie wchodzi w rachube - w wiekszos$ci przypadkéw - pozyskiwanie oocytow
od samic, a takze przeszczepianie do nich rekonstruowanych zarodkow. Powodem
tego jest z jednej strony bardzo stabo poznana u wielu gatunkéw zaréwno fizjologia
rozrodu, jak i biologia rozwoju, z drugiej za$ zrozumiate sprzeciwy organizacji
ochrony przyrody odnosnie stosowania ART u szczegdlnie rzadkich gatunkow.
Dlatego tez, jedynym rozwigzaniem, ktére moze byé - przynajmniej obecnie -
stosowane w praktyce, jest miedzygatunkowe klonowanie somatyczne (ang. in-
terspecies somatic cloning). W tym typie klonowania somatycznego, jadra komoérek
somatycznych (gtéwnie fibroblastow skoéry) pobranych metoda biopsji od zwierzecia
dzikiego gatunku przeszczepiane sg do enukleowanych oocytéw uzyskiwanych od
samic blisko spokrewnionego gatunku udomowionego lub tez od samic spokrew-
nionego, powszechnie wystepujacego gatunku dzikiego, ktoérego rozréd jest wzgled-
nie dobrze poznany i u ktérego ART sg juz stosowane. Do samic tych gatunkow
przeszczepiane powinny by¢ tez rekonstruowane oocyty. Badania Dominko i wsp.
[9] wykazaly, ze jadra fibroblastébw wielu gatunkéw ssakéw moga - po ich prze-
szczepieniu do enukleowanych oocytow bydlecych - pokierowaé¢ rozwojem re-
konstruowanych oocytéw przynajmniej do stadium blastocysty. Wiadomo réwniez,
dzieki pionierskim badaniom Allena i Rowsona [1] nad miedzygatunkowym prze-
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noszeniem zarodkow (ang. interspecies embryo transfer), ze u niektérych gatunkéw
mozliwe jest uzyskanie tg drogg zwierzat urodzonych z obcogatunkowych matek
zastepczych. Przykladem tego sa, miedzy innymi, urodzenia Zrebiat licznych ga-
tunkow koniowatych po transferze zarodkéw tych gatunkéw do klaczy konia do-
mowego (Eguus caballus), cielat antylopy bongo po transferze jej zarodkéw do
antylopy eland (Taurotragus oryx), kociat po transferze zarodkéw azjatyckiego kota
stepowego (Felis lybica ornata) i kota nubijskiego (Felis sylvestris lybica) do samic
kota domowego (Felis catus), a takze cielgt po transferze zarodkéw gaura (Bos
gaurus) i bantenga (Bos javanicus) do krow rasy Holstein.

Obserwacje te pozwolity na przeprowadzenie pierwszej udanej proby sklonowania
dorostego osobnika z gatunku zagrozonego wyginieciem, a mianowicie gaura [23].
Z 692 rekonstruowanych oocytow uzyskano 81 blastocyst, z ktérych 42 przeszcze-
piono do 42 krow-biorczyn. Osiem z nich zaszto w cigze. Z dwoch ciezarnych
krow pobrano ptody w celu przeprowadzenia ich doktadnej analizy, cztery biorczynie
poronity w drugim i trzecim miesigcu cigzy, jedna biorczyni poronifa trzy miesiace
pdzniej. Tylko jedna biorczyni donosita cigze do korica. Urodzone ciele, nazwane
Noe, zyto tylko kilka dni. Przypuszczalng przyczyna jego $mierci nie byly jednak
-jak sadzg autorzy - czynniki zwigzane z procedurg miedzygatunkowego klonowania
somatycznego (wstepne badania anatomo- i morfopatologiczne nie wykazaty zadnych
anomalii), lecz powazna infekcja, ktérej nabawita sie zaraz po urodzeniu [48].
Nie mozna jednak wykluczy¢, ze samice zebu (Bos indicus) - gatunku, ktory
pochodzi z tego samego rejonu co gaur - mogg okazac sie lepszymi biorczyniami
niz samice bydfa domowego.

Noe jest (a raczej byt) dowodem, ze miedzygatunkowe klonowanie somatyczne
moze by¢ stosowane w ratowaniu ginagcych gatunkow ssakéw. W przypadku dzikich
gatunkow z rodzaju Bos mogg by¢ uzywane - jako komérki-biorcy - enukleowane
oocyty bydlece, ajako biorczynie krowy wielu ras bydta domowego. W przypadku
innych gatunkdéw z rodziny Bovidae sprawa nie jest jasna. Chociaz bizony i niektére
gatunki bawotéw krzyzujg sie stosunkowo tatwo z bydtem domowym, dajac czesto
wartosciowe uzytkowo mieszance (zubr x bydio - zubronie i zubrokrowy [12,21];
bizon preriowy x bydito - Beefalo [32], to miedzyrodzajowe przeszczepianie za-
rodkéw bizondéw amerykanskich, jak réwniez zarodkéw niektérych gatunkéw ba-
wotéw (np. bawota domowego i bawota afrykanskiego do samic bydta domowego)
konczy sie zawsze niepowodzeniem. Plody obumierajg (lub dochodzi do sponta-
nicznych poronien) prawdopodobnie na skutek zardwno nieprawidtowych interakcji
pomiedzy zarodkowg czescig tozyska a Sluzéwkg macicy, jak i immunologicznej
reakcji biorczyni na obcorodzajowy ptéd. Dobor gatunku, ktérego samice bedg
dawczyniami oocytdw, jak réwniez biorczyniami rekonstruowanych zarodkéw, jest
wiec sprawg kluczowa. Przypuszczalne modele miedzygatunkowego klonowania
somatycznego zagrozonych gatunkdw kretorogich przedstawione sg w tabeli 2. W
tabeli tej podane sg tez przeprowadzone do tej pory préby zastosowania technik
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wspomaganego rozrodu (ART) u tych gatunkéw. W ostatnich latach prowadzonych
jest jednak coraz wiecej badan pozwalajacych - przy uzyciu metod biologii mo-
lekularnej - na znacznie dokladniejsze ustalenie filogenetycznego pokrewienstwa
dzikich gatunkow Bovidae [4,39,42,44]. Badania te pozwolg, by¢ moze, na znacznie
lepszy niz dotychczas, dobdr gatunkéw, ktérych samice bytyby dawczyniami oocytow
oraz biorczyniami zarodkdw.

Obecnie zostaty podjete proby sklonowania gorskiej odmiany antylopy bongo.
Badania prowadzi Audubon Institute Center for Research of Endangered Species
(AIRCRES) we wspotpracy z Advanced Cell Technology (ACT); wedtug niepo-
twierdzonych informacji uzyskano juz kilkunastokomoérkowe zarodki po transferze
jader fibroblastow bongo do oocytow antylopy eland. ACT wraz z naukowcami
z Agriculture Research Service w Saragossie przygotowujg projekt zmierzajacy
do odtworzenia bucardo. Poniewaz zostaly zamrozone wycinki kilku rodzajow
tkanek ostatniej samicy bucardo, a takze uzyskano kozleta po transferze do kozy
domowej zarodkéw innego, spokrewnionego z bucardo podgatunku koziorozca pi-
renejskiego, istnieje szansa, ze bucardo zostanie odtworzony.

Drugg rodzing ssakéw, ktora jest - obok kretorogich - przedmiotem zaintere-
sowania naukowcow zajmujacych sie problematyka klonowania, sgkotowate. Rozrod
wielu dzikich gatunkéw kotowatych zostat w ostatnich latach do$¢ dobrze poznany.
U wielu z nich stosowane sg tez techniki wspomaganego rozrodu. U 13 gatunkéw
kotowatych zostosowano z powodzeniem hormonalng stymulacje owulacji, jak row-
niez zaptodnienie in vitro (IVF) owulowanych oocytéw. Efektywnos$¢ IVF jest r6zna
uroznych gatunkow: od 0% u kota czarnotapego (Felis nigripens) ijaguara (Panthera
onca), 20-30% u taraja (Prionailurus viverrinus), kota btotnego (chausa - Felis
chaus), geparda (Aciononyxjubatus), lamparta (Panthera pardus), 50-80% u pumy
(Felis concolor), karakala (Lynx caracal), jaguarundi (Felis eyra), tygrysa (Panthera
tigris), lwa (Panthera leo) do ponad 80% u pantery mglistej (Neofelis nebulosa).
U pumy, lwa i jaguara uzyskano rozwdj in vitro zarodkéw po IVF do stadium
powyzej 8 komoérek [16], a u kota nubijskiego do stadium moruli [36]. Znacznie
mniej danych jest odnosnie przenoszenia zarodkéw u dzikich kotowatych. Oprécz
wspomnianych juz wyzej miedzygatunkowych transferéw zarodkéw, préby prze-
noszenia zarodkéw u innych kotowatych zakonczyty sie pomysinie jedynie u tygrysa
[10].

W przypadku klonowania somatycznego matych, dziko zyjacych kotowatych
jadra komorkowe wprowadzane bedg zapewne do oocytow kota domowego, ktérego
samice bylyby réwniez biorczyniami. Kot domowy stat sie w ostatnich latach ga-
tunkiem, u ktérego z powodzeniem stosuje sie wiele metod wspomaganego rozrodu,
w tym hormonalng stymulacje owulacji, dojrzewanie i zaptodnienie oocytéw in
vitro, hodowle zarodkow in vitro, mrozenie zarodkéw, a takze przenoszenie do
biorczyn zar6wno zarodkéw $wiezych, jak i zamrozonych (przeglad w [36]). Ostatnio
uzyskano réwniez urodzone kocieta po ICSI [37], co wprowadza kota domowego
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TABELA 2. Zastosowanie technik wspomaganego rozrodu (ART) - w tym miedzygatunkowego
klonowania somatycznego - w ochronie dzikich gatunkéw kretorogich (Bovidae)

Gatunek Aktualny stan badan Potencjalne dawczynie
oocytow - biorczy nie zarodkéw
Gaur (Bos gaurus) SC, SO, Al, IVF, ET, IET, ISC bydto (Bos taurus),
(Bos indicus)
Mithan (Bos gaurus frontalis) SO, SC bydto, zebu (?)
Seladeng (Bos gaurus hubba- SC, SO bydto, zebu (?)
cki)
Banteng (Bos javanicus) SC, SO, Al, ET, IET bydto, zebu (?)
Kuprej (Bos suaveli) nie sg prowadzone bydto (?), zebu (?)
Jak (Bos mutus)* SO, ET bydto (?),
jak (forma udomowiona)
Tamaraw (Bubalus badania sg rozpoczete, bawo6t domowy (Bubalus buba-
mindorensis) brak jednak doktadnych danych lis) (?), arni (Bubalus arnee)(2)
Anoa nizinny SO bawét domowy, arni (?)
(Bubalus depressicomis)
Anoa gérski (Bubalus guarlesi) SO bawo6t domowy, arni (?)
Bizon lesny (Bison bison atha- SC, SO, IVF bizon preriowy (Bison bison)
bascae)
Zubr (Bison bonassus) bydto (?)
Bawot afrykanski SC, SO, IVF bawdét domowy (?)
(Syncerus caffer caffer)
Bawot afrykanski kartowaty  brak danych bawdét domowy (?)
(Syncerus caffer nanus)
Antylopa bongo - podgatunek SO, ET, IET antylopa eland
goérski (Boocercus euryceros) (Taurotragus oryx)
Bucardo (Capra pyrenaica ISC (planowany) koza domowa (Capra hircus)

Pbyrenaica) #

Objasnienia: Al - sztuczna inseminacja, ET - przenoszenie zarodkéw, IET - miedzygatunkowe przeno-
szenie zarodkéw, ISC - miedzygatunkowe klonowanie somatyczne, IVF - zaptodnienie in vitro, SC -
kriokonserwacja nasienia, SO - superowulacja;

*Badania prowadzone sg na jaku udomowionym celem ochrony malejacej populacji jaka dzikiego.

# podgatunek wymarty; (?) gatunki, co do ktérych istniejgjedynie przypuszczenia, gtownie na podstawie
pokrewienstwa filogenetycznego, ze ich samice moga by¢ one dawczyniami oocytow i biorczyniami.

do tej nielicznej grupy ssakéw, u ktérych mikrochirurgiczne zaptodnienie oocytéw
jest z powodzeniem stosowane (mysz, krolik, bydto i cztowiek). Dodanie cysteiny
do pozywki, w ktérej dojrzewajg oocyty kocie, przy jednoczesnej redukcji poziomu
tlenu w mieszaninie gazowej, pozwolito - po ich zaptodnieniu in vitro - na zwie-
kszenie odsetka zarodkow rozwijajagcych sie do stadium blastocysty do ponad 50%
[38]. Jest to wynik lepszy niz wyniki uzyskiwane u myszy, i poréwnywalny z
najlepszymi wynikami uzyskiwanymi u bydta. W kilku laboratoriach na $wiecie
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regularnie uzyskuje sie kocieta po transferze zarodkéw rozwijajach sie z zapto-
dnionych in vitro oocytow. W ACT uzyskano réwniez zarodki po transferze jgder
komorek somatycznych do enukleowanych oocytéw kocich [24] jednak - jak do
tej pory - zadna z biorczyn nie donosita cigzy do koica. Wszystko wskazuje jednak
na to, ze w niedtugim czasie mozna spodziewac si¢ narodzin pierwszych klonow
kocich, a by¢ moze réwniez sklonowania ktorego$ z dziko zyjacych gatunkow
kotéw, w nastepstwie miedzygatunkowego klonowania somatycznego. Dowodem
na to, jest opublikowane ostatnio doniesienie o prébie sklonowania zagrozonego
wyginieciem koreanskiego podgatunku tygrysa (Panthera tigris altaica). Jadra fi-
broblastow pobranych z ucha dorostej tygrysicy wprowadzone zostaty (po procedurze
»gtodzenia”) do enukleowanych oocytéw kocich i bydlecych. W obu przypadkach
uzyskano rozwdj do stadium moruli/blastocysty, chociaz w przypadku uzycia, jako
biorcow jader, oocytow kocich rozwdj byt zdecydowanie lepszy (8,8% vs 1,8).
Sto szesc¢dziesiat rekonstruowanych zarodkdw, zostato po osiggnieciu stadium 2-4-
komorkowego przeszczepionych do 1 tygrysicy i do 2 lwic. Autorzy nie podaja
jednak, czy byly to zarodki powstate wytacznie ze rekonstruowanych oocytéw kocich,
czy tez kocich i bydlecych. Do momentu ukazania sie doniesienia (styczen 2001)
wszystkie biorczynie utrzymywaty cigze [14].

Gatunkiem, do ktérego sklonowania utworzony zostat specjalny program fi-
nansowany przez ACT i rzad chinski, jest panda wielka {Ailuropoda melanoleuca).
We wstepnym etapie badan jako biorcéw jader uzyto enukleowanych oocytéw kro-
liczych i uzyskano okoto 10% rekonstruowanych zarodkéw rozwijajagcych sie do
stadium blastocysty [6]. W nastepnym etapie badan w celu zwiekszenia odsetka
zarodkow rozwijajacych sie do stadium blastocysty zastosowano metode wielo-
krotnego klonowania zarodkéw krélika opracowang w naszym Zaktadzie [34]. W
Il rundzie klonowania uzyskano ponad 19% re-klonowanych zarodkéw rozwijajacych
sie do stadium blastocysty [Liu i wsp., niepublikowane]. Docelowo planowane
jest wykorzystanie, jako dawczyn oocytéw, samic baribala, czyli czarnego
niedzwiedzia amerykanskiego (Ursus americanus). Samice baribala bytyby réwniez
biorczyniami rekonstruowanych zarodkow. Wybor baribala spowodowany byt kil-
koma wzgledami. Po pierwsze, baribal spokrewniony jest prawdopodobnie z pandg
wielka, ktorej stanowisko systematyczne nie jest do konca wyjasnione. Wediug
jednych systematykdw panda nalezy do rodziny szopowatych (Procyonidae), spo-
krewnionej z niedzwiedziami (Ursidae), wedtug innych nalezy - podobnie jak baribal
- do Ursidae. Po drugie, tatwo jest uzyskaé u baribala duza liczbe jajnikéw od
samic zabijanych corocznie w czasie jesiennych polowan w USA i Kanadzie. Po
trzecie, w 1999 r. uzyskano u baribala urodzenie mtodych po transferze zarodkéw
do niedZwiedzic.

Na zakonczenie warto wspomnie¢ o prowadzonych w Australii prébach sklo-
nowaniajednego z trzech zyjagcych tam gatunkdw wombatdéw. Northern hairy-nosed
wombat (Lasiorhinus kreffti) jest gatunkiem torbacza, ktérego stan ocenia sie jako
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skrajnie krytyczny. Na wolnosci zyje nie wiecej niz 85 tych zwierzat. Od mozliwie
najwiekszej liczby tych zwierzat pobierane sg wycinki skéry, z ktérych wypro-
wadzane sg linie fibroblastdbw. Ma to na celu utworzenie rezerwy genetycznej tego
gatunku, reprezentujacej jednoczesnie jak najwiekszg roznorodnosé. Jadra komaor-
kowe wprowadzane bedg do oocytéw dwéch pozostatych, dos¢ powszechnie wy-
stepujacych, gatunkéw wombatdw [59]. Istotnym novum jest to, ze skrawki jajnikéw
uzyskiwanych z tych gatunkow wombatéw, ktérych samice wykorzystane bytyby
jako dawczynie oocytéw, umieszczane sg, celem ukoniczenia procesow wzrostu
pecherzykéw jajnikowych i dojrzewania oocytdéw, pod torebke nerkowga szczuréw
Nude. Podobne préby dojrzewania, ale w warunkach in vitro, pre-antaralnych pe-
cherzykéw bydlecych przedstawione zostaty na Il Konferencji TBR przez Katskga
i wspotpracownikow. Transfer rekonstruowanych zarodkdw nie powinien stanowi¢
problemu, poniewaz przenoszenie pre-implantacyjnych zarodkdw, opracowane przez
Tyndale-Biscoe’go u kuoki (Setonyx brachyurus) i walabi damy (Wallabia (Mac-
ropus) eugenii) [45,46], jest z powodzeniem stosowane réwniez u innych gatunkéw
torbaczy.

Klonowanie zagrozonych ras i gatunkow ssakéw budzi zaréwno nadzieje, jak
i wzbudza kontrowersje. Wielu naukowcéw uwaza, ze ograniczy ono w istotny
spos6b zmniejszong juz genetyczng ré6znorodnos¢ tych ras i gatunkow. Jednak zapo-
czatkowany przed kilkoma laty przez AICRES i Center for Reproduction of En-
dangered Species (CRES) ogrodu zooologicznego w San Diego program gromadzenia
zamrozonych wycinkéw tkanek z mozliwie najwiekszej liczby osobnikéw zagro-
zonych gatunkéw pozwala na stworzenie genetycznej rezerwy tych gatunkéw umo-
zliwiajacej w przysztosci rekonstrukcje catych nawet populacji. Klonowanie nie
stanowi panaceum dla ochrony gatunkéw, odgrywa¢ moze jednak istotng role w
programach ich ratowania. Zaktad Embriologii Doswiadczalnej IGIHZ PAN roz-
poczat juz w 1999 roku, zgodnie z zaleceniami CRES, tworzenie kolekcji linii
komérkowych wyprowadzonych z tkanek zagrozonych gatunkéw Bovidae i Cer-
vidae,)ak rowniez z tkanek rodzimych ras zwierzat gospodarskich, ktore znajdujacych
sie na liscie WWL-DAD.

PROBLEMY ZWIAZANE Z SOMATYCZNYM
KLONOWANIEM SSAKOW

Somatyczne klonowanie ssakow, chociaz zaowocowato uzyskaniem wielu zwie-
rzat wielu gatunkéw gospodarskich powstatych w wyniku transplantacji jader ko-
mérek somatycznych réznych rodzajow tkanek pobranych od osobnikéw obu pici
bedacych w réznym wieku (tab. 1, przeglad w [28]), jest nadal terra incognita,
jezeli chodzi o zrozumienie biologicznych aspektéw warunkujacych przeprogramo-
wanie jader komérek zréznicowanych, a co za tym idzie warunkujacych réwniez
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efektywnos$é klonowania somatycznego. Nie wiemy, przede wszystkim, dlaczego
jadra bedace w fazie GO/G1 sg najbardziej kompetentne, jezeli chodzi o ich prze-
programowanie w cytoplazmatycznym millieu oocytu. Proponowane wyjasnienia
sg czysto hipotetyczne i ogolnikowe. Nie wiemy takze, jakie metody aktywacji
rekonstruowanych oocytow sg najskuteczniejsze. Aktywacja rekonstruowanych oo-
cytow wydaje sie byé, w tej chwili - obok odpowiedniego doboru faz cyklu ko-
morkowego komdrek dawcow i biorcow jader - podstawowym czynnikiem
warunkujgcym ich dalszy rozwdj. Obecnie stosowane sg dwie metody aktywacji
rekonstruowanych oocytéw: aktywacja impulsami pradu statego oraz aktywacja
jonomycyng (lub jonoforem wapnia A23187); w tym ostatnim wariancie aktywacja
rekonstruowanych oocytéw jest zwigzana z ich kilkugodzinng hodowlg (po aktywacji)
w pozywkach zawierajgcych inhibitory MPF/MAP kinazy, takich jak: 6-dimetylo-
aminopuryna (6-DMAP) lub cykloheksemid. Aktywacja oocytéw musi powodowaé
oscylacyjny sposob uwalnianianiajonéw wapniowych z depozytéw wewngtrzkomor-
kowych z tego wzgledu, ze jony te sg toksyczne dla komdarki, jezeli ich poziom
utrzymuje sie przez dtuzszy czas. Dlatego tez pulsacyjne uwalnianie jonéw wa-
pniowych, wywotane dziataniem jonomycyny, jest korzystne dla oocytu z dwéch
powodow: z jednej strony umozliwia powstanie silnego sygnatu jonowego akty-
wujgcego oocyt, z drugiej za$ chroni komdrke przed szkodliwymi efektami zwig-
zanymi z utrzymujacym sie przez diuzszy czas wysokim stezeniem jondw
wapniowych w cytoplazmie. Ten spos6b aktywacji nie jest jednak prawdopodobnie
uniwersalny w odniesieniu do oocytow wszystkich gatunkéw ssakéw. Na przyktad,
w klonowaniu somatycznym myszy lepsze wyniki uzyskuje sie stosujgc - jako
czynnik aktywujacy - jony strontu. U innych z kolei gatunkéw, takich jak Swinia,
sztuczna aktywacja rekonstruowanych oocytow daje - w przeciwienstwie do innych
gatunkéw zwierzat gospodarskich - bardzo mierne wyniki. Dlatego tez, u $wini
stosowana jest procedura re-klonowania potgczona z wymiang przedjadrzy [35]
(omowienie w [26]). Sadzimy, ze réwniez u innych gatunkéw post-aktywacja |
generacji klonowanych zarodkéw potgczona z procesem wymiany przedjadrzy w
nastepnej generacji przynies¢ moze istotne zwiekszenie efektywnosci klonowania
somatycznego.

Niewyjasnionym do tej pory problemem sg r6znego rodzaju anomalie rozwojowe
obserwowane u zwierzat powstatych w drodze klonowania somatycznego (omoé-
wienie w [27]). Trudno w tej chwili jednoznacznie okresli¢, czy sg one wynikiem
nieprawidtowego przeprogramowania jader somatycznych w nastepstwie nieodpo-
wiednich procedur wprowadzania jgder i aktywacji oocytow, warunkéw hodowli
in vitro rekonstruowanych zarodkéw, czy odgrywaja tu role jakie$ inne jeszcze,
nieznane czynniki. Zastanawiajace jest, ze w surowicy wielu sklonowanych cielat
wykazujacych anomalie rozwojowe, znajdowano przeciwciata na wirusa Akabane,
ktéry powoduje u bydta powstawanie podobnego typu anomalii. Wysuwane sg réw-
niez sugestie, ze przyczyna anomalii rozwojowych oraz spontanicznych, przed-
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wczesnych poronied moga byé uszkodzenia DNA w komdrkach ucha i skéry wy-
wotane przez promieniowanie ultrafioletowe Swiatta stonecznego [3]. Komorki z
tych czesci ciala sa najczesciej (obok komorek pecherzykowych) uzywane jako
dawcy jader. W komérkach skéry dorostych zwierzat uszkodzenia te sg maskowane
lub naprawiane i nie wywotuja widocznych efektow. Jezeli jednak uszkodzeniu
ulegtyby geny odpowiedzialne za morfogeneze, to miatoby to z pewnoscig zde-
cydowanie negatywny wptyw na rozwoj rekonstruowanych zarodkéw. Ostatnio
stwierdzono, ze hodowla komorek somatycznych w pozywce o obnizonej zawartosci
surowicy, co jest procedurg powszechnie stosowang w celu wprowadzenia ich w
stan GO, powoduje powazne uszkodzenia DNA [33]. Nie wiadomo, czy uszkodzenia
te sa naprawiane; jezeli nie, to rébwniez moze mie¢ to powazne konsekwencje
odnosnie rozwoju rekonstruowanych zarodkow.

Odrebnym - i nie wyjasnionym - zagadnieniem jest sprawa statusu wiekowego
osobnikéw uzyskanych w wyniku klonowania somatycznego. Wiadomo, ze u wielu
gatunkoéw ssakow wraz z liczbg replikacji DNA, a wiec réwniez z liczbg przebytych
przez komarki cykli komérkowych, dochodzi do skracania telomerdw, co uwazane
jest za jeden z przejawdw starzenia sie zaréwno tej linii komorkowej, jak i catego
organizmu. Jezeli zjawisko to jest nieodwracalne, to komorki-dawcy jader pocho-
dzace od dorostych zwierzat bytyby juz wyjsciowo komdrkami starymi, co mogtoby
wywiera¢ niekorzystny wptyw zar6éwno na prenatalny rozwdj sklonowanych osob-
nikow, jak réwniez, by¢ moze, ograniczaé dtugos¢ ich zycia. Badania przeprowadzone
na chromosomach Dolly, gdy miata ona trzy lata wykazaty, ze dtugos¢ telomerow
jej chromosoméw byta znacznie mniejsza niz u owiec kontrolnych bedacych w
tym samym wieku, a zblizona do diugosci telomerow jej ,,matki”, ktéra miata 6
lat, gdy pobrano od niej komorki gruczotu mlekowego uzyte p6zniej jako dawcy
jader [40]. Szybkiemu skroceniu ulegajg réwniez telomery chromosoméw owczych
fibroblastow hodowanych in vitro. Po czterech pasazach, a wiec zaledwie po kilku
tygodniach hodowli, dtugos¢ telomerow ich chromosomoéw odpowiadata dtugosci
telomeréw chromosomow owcy w wieku 1 roku [40]. Z kolei Lanza i wsp.[22]
wykazali, ze u bydta, po wprowadzeniu do oocytdéw jader fibroblastéw, w ktérych
- w wyniku dtugotrwatej hodowli - doszto do niemal catkowitego zaniku telomerow,
dochodzi w czasie rozwoju rekonstruowanych zarodkéw do odtworzenia normalnej
(a nawet czasami ponadnormalnej) dtugosci telomerowych odcinkow DNA. Wyniki
przeprowadzonych ostatnio przez Kato i wsp. [19] badan poréwnawczych na cieletach
urodzonych w wyniku transplantacji do enukleowanych oocytéw jgder wielu ro-
dzajéw komdrek somatycznych pochodzacych z tkanek ptodowych, nowonarodzo-
nych cielgt oraz osobnikéw dorostych sag réwnie zaskakujgce. U cielat uzyskanych
po transplantacji jader komoérek ucha 10-letniego buhaja, dtugos$é telomerowych
odcinkéw DNA w komorkach ucha byta taka sama jak w komérkach ucha dawcy
jader, natomiast w biatych ciatkach krwi byta ona znacznie mniejsza; odpowiadata
jednak dtugosci telomerdéw w biatych ciatkach krwi u buhajkéw kontrolnych bedacych
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w tym samym wieku. Wszystkie te obserwacje sugerujg, ze oprécz roznic mie-
dzygatunkowych, istniejg rowniez (przynajmniej u bydta) ré6zne wzorce skracania
sie telomeréw w roznych tkankach. Kato i wsp. [19] stwierdzili rowniez znacznie
wiecej przypadkow spontanicznych poronien oraz wiekszg liczbe réznego typu ano-
malii rozwojowych u ptodéw i urodzonych cielat rozwijajacych sie po transplantacji
jader komorek dorostych osobnikéw niz po transferze jader komorek ptodowych
i komédrek pochodzacych z cielgt nowonarodzonych. Nie wiadomo oczywiscie, czy
ma tojakikolwiek zwigzek ze skracaniem sie telomeréw. Oikawa i wsp. [31] uzyskali
cieleta po transferze jader komoérek pecherzykowych pobranych zjajnikéw 20-letniej
krowy, a wiec osobnika bardzo juz starego, u ktérego zakonczyt sie okres zdolnosci
do rozrodu. Swiadczy to o tym, ze wiek komérek nie ma prawdopodobnie decy-
dujacego wplywu na potencje rozwojowe ich jader. Z drugiej jednak strony Kato
i wsp. [19] zaobserwowali, ze wiele cielat urodzonych po transferze jader komérek
pochodzacych od 10-letniego (a wiec znacznie miodszego) buhaja miato, juz w
momencie narodzin, wiele cech fenotypowych charakterystycznych dla dorostych
osobnikéw. Oczywiscie nie wiadomo znowu, czy ma to zwigzek ze skracaniem
sie telomerdéw, czy tez jest wynikiem mutacji, kumulujagcych sie wraz z wiekiem,
w komérkach-dawcach jader.

Klonowanie somatyczne, mimo wielu spektakularnych osiegnie¢, rodzi coraz
wiecej pytan, ktore pozostajg-jak narazie - bez odpowiedzi. Nie ulega watpliwosci,
ze techniczne mozliwosci tej dziedziny biotechnologii rozrodu sa ogromne, lecz
obecnie wyprzedzity one znacznie zrozumienie biologicznych uwarunkowan tej
metodyki.

Zakonczenie tego artykutu stanowi¢ moze cytat z publikacji Westhusina i wsp.
[56].

,A number of adjectives might be used to describe the future of cloning ranging from
phenomenal’and ’exciting’, to ’outright scary’ Certainly ’‘interesting’and 'amazing’ will
be amongst these as the efficiencies improve and technologies can be applied. At this point it
is very difficult to predict the limit or extent of cloning specific genotypes... This is not to
mention the requestfor cloning animals that have been buried or stored in afreezerfor a

number ofyears, animal parts or simply hairfrom animals. Perhaps our adjectives are too
‘mundane””’.
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MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA POTENCJALU
GAMETOTWORCZEGO SSAKOW
PRZEZ HODOWLE IN VITRO PRZEDANTRALNYCH
I WCZESNOANTRALNYCH PECHERZYKOW
JAIJNIKOWYCH

IMPROVEMENT OF REPRODUCTIVE POTENTIAL
BY IN VITRO CULTURE OF PREANTRAL
AND EARLY ANTRAL OVARIAN FOLLICLES IN MAMMALS

Lucyna KATSKA

Zaktad Fizjologii Rozrodu Zwierzat Instytutu Zootechniki Balice koto Krakowa

Streszczenie: Jajnik ssaka zawiera tysigce oocytow zawartych w przedantralnych pecherzykach jajniko-
wych. Ogromna wiekszos$¢ tych pecherzykéw ginie w wyniku atrezji. | tak, np. u bydfa ulega atrezji
ponad 99,9% populacji pecherzykéw. Mozliwos¢ wykorzystania pecherzykow poprzez ich uzyskiwanie
w bardzo wczesnych stadiach rozwojowych i dtugotrwatg hodowle in vitro otworzytaby wprost nieogra-
niczone zrodto gamet zenskich, a potencjat gametotwdrczy jajnika bytby maksymalnie wykorzystany.
Pierwsze prace nad uzyskiwaniem ihodowla pecherzykéw przedantralnych przeprowadzono na myszach
iszczurach, apionierska publikacja z tego zakresu zostata opublikowana przez Groba w 1964 r. U myszy,
badania nad izolacjg i hodowlg pecherzykéw przedantralnych doprowadzity do opracowania metod
wzrostu i dojrzewania pecherzykéw, ich owulacji in vitro, a takze do uzyskania potomstwa po zaptod-
nieniu in vitro oocytdw otrzymanych z hodowanych pecherzykow przedantralnych, a nawet pierwotnych.
Te pozytywne rezultaty uzyskane u myszy zachecajg do prowadzenia badan nad opracowaniem metod
hodowli pecherzykéw przedantralnych zjajnikdw zwierzat gospodarskich. W referacie przedstawiono
techniki pozyskiwania pecherzykéw, stosowane systemy ich hodowli in vitro, metody oceny oocytow
hodowanych w pecherzykach i osiggniety stopied zaawansowania tych prac u zwierzat gospodarskich.
(Postepy Biologii Komorki 2001; 28 supl. 18: 177-187)

Stowa kluczowe: jajnik, pecherzyki, dtugotrwata hodowla, wzrost i kompetencja oocytu

Summary: The ovary of mammals contains thousands of oocytes which are enclosed in the preantral
follicles. Since >99.9% of ovarian oocytes undergo atresia, it would be of great practical benefit if these
follicles, destined to become atretic, could be rescued by a long-term in vitro culture leading to provide
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an abundant source of gametes and allowing for maximal improvement of the reproductive potential of
female. The first studies on preantral follicles were performed in mice and rats, and the pioneer article
was published by Grob in 1964. In the mouse, research on the isolated preantral follicles has led to follicle
growth and antrum formation, ovulation in vitro and even to a few live young after in vitro maturation
and fertilization of the oocytes recovered from in vitro cultured preantral and even primordial follicles.
The successful results obtained in mouse are encouraging for development of methods for culture of
preantral follicles in farm animals. In the article are discussed techniques of follicle recovery, in vitro
culture systems, methods for evaluation of oocyte growth and competence for maturity and the recent
progress in development of methods in farm animals.

(Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18; 177-187)

Key words: ovary, follicles, long-term culture, oocyte growth and competence

WPROWADZENIE

Jajnik ssaka zawiera tysigce czy setki tysiecy pecherzykéw w réznych stadiach
rozwoju. Ponad 95% populacji pecherzykéw jajnikowych stanowig pecherzyki pier-
wotne i przedantralne [42]. U wiekszosci gatunkow ssakow pula pecherzykéw jaj-
nikowych powstaje juz w jajnikach ptodu, a u gryzoni u noworodkéw, wkrotce
po urodzeniu [20]. W ciggu zycia osobnika pecherzyki pierwotne podlegajg nie-
ustannej rekrutacji do puli pecherzykéw rosnacych. Konsekwencjg tego procesu
jest stopniowa redukcja liczby pecherzykow. W zwiazku z tym najbogatszym zrédtem
pecherzykoéw sg jajniki mtodych zwierzat. Istnieje jednakze olbrzymia zmienno$é
miedzygatunkowa, a takze miedzyosobnicza w obrebie gatunku dotyczaca liczby
pecherzykéw. 1 tak, np. w bydlecych jajnikach ptodowych liczba pecherzykéw
waha sie od 18 000 do 200 000, u nowonarodzonego cielecia wynosi Srednio
235 000, jednakze w grupie 69 zwierzat obserwowano wahania od 0 do 724 000
[13], natomiast u krow 4-letnich $rednio od okoto 77 000 [33] do 130 000 [13].

W warunkach in vivo ogromna wiekszos¢ pecherzykéw jajnikowych (99,9%)
ginie w wyniku atrezji w r6znych stadiach rozwoju [31,32], a tylko 0,05% dojrzewa
do owulacji [4,42]. Mozliwo$¢é wykorzystania pecherzykéw bardzo wczesnych sta-
diébw rozwojowych poprzez ich uzyskiwanie, a nastepnie dtugotrwatg hodowle in
vitro otworzytaby ogromne zrédto gamet zenskich, a potencjat gametotworczy jajnika
bytby maksymalnie wykorzystany.

Pierwsze prace nad uzyskiwaniem i hodowlg pecherzykéw przedantralnych prze-
prowadzono na myszach i szczurach, a pionierska publikacja z tego zakresu zostata
opublikowana przez Groba w 1964 r. [17]. U myszy, badania nad izolacjg i hodowlg
pecherzykéw przedantralnych doprowadzity do opracowania metod wzrostu i doj-
rzewania pecherzykoéw, ich owulacji in vitro, do uzyskania potomstwa po zaptod-
nieniu in vitro oocytdw uzyskiwanych z hodowanych pecherzykéw przedantralnych
[11], a takze pierwotnych [10]. Te pozytywne rezultaty uzyskane u myszy zachecaja
do prowadzenia badarh nad hodowlg pecherzykéw przedantralnych pozyskiwanych
z jajnikow zwierzat gospodarskich.
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UZYSKIWANIE PECHERZYKOW PRZEDANTRALNYCH

Pierwszym warunkiem niezbednym do opracowania skutecznych metod hodowli
pecherzykdw jest opanowanie metod ich uzyskiwania. Jest to zadanie stosunkowo
trudne zaréwno ze wzgledu na mate rozmiary pecherzykow i ich delikatng strukture,
a tym samym znaczng podatnos$¢ na uszkodzenia, jak i utrudnienia wynikajgce
z lokalizacji pecherzykéw we wioknistym (szczegdlnie u kéz, owiec, bydta i klaczy)
zrebie jajnikéw. Pecherzyki mozna pozyskiwaé przy uzyciu:

1) metody enzymatycznej;

2) izolacji mechanicznej przy uzyciu rozdrabniacza tkanek i/lub igiet prepara-
cyjnych.

Enzymatyczne metody izolacji pecherzykéw przy uzyciu pronazy, kolagenazy
i/lub trypsyny stosowano zaréwno u zwierzat laboratoryjnych (mysz [5,6,8,9,44],
szczur [7], chomik [38], krolik [34]), jak i u $wini [18,19], kota [23], ptoddw
bydlecych [3], atakze u ludzi [40]. Metody te sg dosy¢ wydajne, jednakze faktycznie
prowadzg do uzyskania nie pecherzykéw, a oocytéw otoczonych komdrkami ziar-
nistymi lub komoérkami wzgorka jajonosnego, poniewaz wiekszo$¢ komorek ostonki
pecherzyka i btona podstawna ulega degradacji pod dziataniem enzymow.

Mechaniczna metoda izolacji pecherzykéw z kory jajnika przy uzyciu specjalnie
skonstruowanego ostrza tnacego [22] lub rozdrabniacza tkanek, tzw. tissue chopper,
tnagcego tkanke na fragmenty pozadanej wielkosci [12,14,15,21], prowadzi do uzy-
skania mieszanej populacji pecherzykéw, o $rednicy od 30 do 100 pm. Do istotnych
mankamentdw tej metody zaliczy¢ nalezy niemozno$¢ uzyskania wiekszych pe-
cherzykéw przedantralnych (o $rednicy >100 pm) czy wczesnoantralnych. Ponadto
badania ultrastuktury wykonane w mikroskopie elektronowym wykazaty obecnos¢
znacznych uszkodzen oocytéw uzyskanych przy uzyciu tej techniki [43].

Izolacji wiekszych pecherzykdw przedantralnych czy tez wczesnoantralnych moz-
na dokona¢ jedynie za pomoca mikrodysekcji, tzn. izolacji pecherzykdw przez ich
wytuskiwanie ze zrebu jajnika przy uzyciu cienkich igiet preparacyjnych, pod
kontrolg w mikroskopie stereoskopowym. W przypadku matych jajnikéw, o
luzniejszej strukturze, np. myszy, dysekcje przeprowadza sie na catym jajniku [16],
w przypadku wiekszych i bardziej wiéknistych jajnikdw, np. bydlecych, sporzadza
sie cienkie skrawki warstwy korowej, z ktérych nastepnie wypreparowuje sie pe-
cherzyki za pomoca cienkich igiet [24,25,26,27,36,37]. Mikrodysekcja nie wymaga
stosowania enzymow, jej wydajnos$¢ zalezy oczywiscie od sprawnosci manualnych
wykonujgcego. Doswiadczony operator moze wyizolowac w ciggu 2-3 godz. okoto
50 pecherzykow [26]. Najmniejsze pecherzyki, ktore udaje sie uzyska¢ przy uzyciu
mikrodysekcji, maja Srednice ok. 100 pm [24,25,26]. Najczesciej izoluje sie tym
sposobem pecherzyki o srednicy 125 do 274 pm, ktére stanowia ok. 70% catkowitej
populacji matych pecherzykéw uzyskanych z jajnikow bydlecych (ryc. 1).
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RYCINA 1. Rozkiad liczbowy pecherzykéw przedantralnych i wczesnoantralnych u bydta

HODOWLA PECHERZYKOW

Pecherzyki moga by¢ hodowane w rdznych systemach hodowli, a mianowicie:

1) w systemie tréjwymiarowym, po zatopieniu w kropli agaru lub kolagenu
[4,15,21,38,39,45];

2)w systemie dwuwymiarowym, tj. naspecjalnych membranach czy w naczynktch
pokrytych warstwg substratu np. zelu kolagenowego, fibronektyny, lamininy ub
agaru [11,12,15,21,36,37];

3) bez substratu, w mikroplach pozywki, w V-oczkach ptytek 96-oczkow\ch
[1,24,25,26] lub na szalkach Petriego [27];

4) w hodowli tkankowej cienkich skrawkéw warstwy korowej - technika :a-
stosowana w hodowli pecherzykéw pierwotnych [46].

W systemie 1, 2 i 4 stosuje sie wieksze objetosci pozywki, ktdrg wymieiia
sie co 3-4 dni, hodowla w mikrokroplach wymaga czestszej wymiany pozywki,
by zapobiec gromadzeniu sie metabolitdw, szczegdlnie jondw amonowych, ktore
mogtyby toksycznie oddziatywac na rosnace pecherzyki. Substraty stosowane w
hodowli pecherzykéw, tj. kolagen i fibronektyna, to gtowne komponenty po:a-
komérkowej tkanki tgcznej [28], natomiast laminina jest glikoproteidem obecn/m
w btonach podstawnych [29]. Spetniajg one role biatek wigzacych, ktérych zadanhm
jest zabezpieczenie przed utrata pecherzykéw z hodowli (np. w czasie wymimy
pozywki), zachowanie tréjwymiarowosci komorek, a tym samym integralnosci pe-
cherzyka, wspomaganie proceséw metabolicznych, tj. dostepnosci zwigzkéw od-
zywczych z pozywki i wymiany gazowej. Mankamentem hodowli z uzyciem biaek
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wigzacych jest trudnos$¢ uwolnienia pecherzykéw czy oocytéw po zakohczeniu ho-
dowli i wynikajgca stad konieczno$¢ uzycia enzymow, np. kolagenazy.

Wieksze pecherzyki przedantralne (o $rednicy >150 pm) zaréwno mysie [1,16],
jak i bydlece [24,25,26,27] mozna z powodzeniem hodowaé bez obecnosci biatek
wigzacych, w mikrokroplach pozywki. Hodowane w tych warunkach pecherzyki
mysie moggowulowac in vitro [16], natomiast bydlece moga osiagaé stadium antralne
i przezywa¢ w hodowli nawet okoto 3 tygodni [26]. Jak juz wcze$niej wspomniano,
techniki hodowli pecherzykéw zostaty stosunkowo dobrze opanowane jedynie u
gryzoni, a przede wszystkim u myszy. Wynika to z czasu rozwoju pecherzyka
od momentu zapoczatkowania wzrostu az do osiggniecia stadium przedowulacyjnego,
ktéry trwa u tego gatunku 21 dni, podczas gdy np. u bydta wzrost pecherzyka
pierwotnego do stadium przedowulacyjnego nastepuje w czasie od 80 do 100 dni
[2,30].

Prowadzone przez nas badania z zakresu hodowli bydlecych pecherzykéw przed-
antralnych i wczesnoantralnych [24,25,26,27] wykazaty, ze czas przezywania pe-
cherzykéw in vitro zalezy od ich wyjsciowej wielkosci. Najdtuzszy okres wzrostu
wykazywaty pecherzyki o $rednicy 275 do 324 pm (ryc. 2a). Wzrost Srednicy
pecherzyka w efekcie hodowli, niezaleznie od rodzaju uzytej pozywki, nie przekraczat
73% wyjsciowej wielkosci pecherzyka. Nie stwierdzono istotnych réznic we wzroscie
pecherzykow roznych klas wielkosci czy tez w zalezno$ci od rodzaju uzytej pozywki
(ryc. 2b). Stwierdzono natomiast korzystny wplyw na wzrost pecherzykéw do-
datkowych uzupetnien pozywki zwigzkami energetycznymi, hormonami i czyn-
nikami wzrostu [26,35,36,41]. Wykazano szczegolnie korzystny wplyw FSH na
rozwoj pecherzykéw przedantralnych w hodowli in vitro. Stwierdzono, ze FSH
przyspiesza proliferacje i r6znicowanie komérek ziarnistych, a takze zapobiega ich
apoptozie [35,36,41,47]. Ponadto, insulina, transferyna, selen, glutamina i pirogronian
sodu znacznie przyspieszaja proliferacje komorek ziarnistych. Potwierdzeniem tego
wniosku jest wykazanie przeszto dwukrotnie wyzszego odsetka wzrostu i czasu
przezywania pecherzykéw hodowanych w pozywce wzbogaconej tymi sktadnikami
w poréwnaniu z kontrolg [26].

OCENA WZROSTU | KOMPETENCJI ROZWOJOWYCH
O0OCYTOW

Srednica zar6wno pecherzyka, jak i oocytu bydlecego wzrasta stopniowo w miare
przedtuzania czasu hodowli (ryc. 3). Najistotniejszym Kkryterium oceny hodowanych
in vitro pecherzykéw przedantralnych i/lub wczesnoantralnych jest stan morfolo-
giczny oocytéw izolowanych z nich po ukornczeniu hodowli, a takze kompetencje
rozwojowe tych oocytow. Wandji i wsp. [46] obserwowali wystepowanie masowej
degeneracji oocytow w bydlecych pecherzykach przedantralnych hodowanych 5
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OMewio 32 »TCMI169

RYCINA 2a. Wptyw wielko$ci pecherzyka i rodzaju uzytej pozywki na czas przezywania pechezyka
w hodowli

RYCINA 2b. Wptyw wielko$ci pecherzyka i rodzaju uzytej pozywki na wzrost pecherzyka in vitn

do 6 dni, mimo ze stwierdzano w tych pecherzykach proliferacje komérek ziarnist/ch
i aktywno$¢ sekrecyjng. Przeprowadzone przez nas badania [27] konfiguracji clro-
matyny jadrowej oocytow uzyskanych ze $wiezych i hodowanych in vitro pned-
antralnych i wczesnoantralnych bydlecych pecherzykéw jajnikowych wykazaty ze
w hodowli pecherzykdw trwajacej do 14 dni wiekszo$¢ zawartych w nich oocydéw
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RYCINA 3. Wptyw czasu hodowli in vitro na wzrost pecherzyka i oocytu

pozostaje w stadium pecherzyka zarodkowego - GV. Nie obserwowano istotnych
réznic w czestotliwosci wystepowania oocytéow w stadium GV, gdy oceniano je
bezposrednio po uzyskaniu 69,4%) lub po hodowli trwajacej 6, 8, 11 i 14 dni
(odpowiednio 54,3; 56,4; 65,9 i 70,5%). Natomiast przedtuzenie okresu hodowli
do 17 dni powodowato spadek odsetka oocytow w stadium GV (do 25,6%), wzrost
odsetka oocytéw wykazujacych przedwczesne zapoczatkowanie mejozy (stadium
rozpadu pecherzyka zarodkowego - GVBD; 39,5 %) i degeneracje (37,2%) (ryc.
4). Kolejnym kryterium oceny jakosci oocytdw jest ich zdolno$é do osiggniecia
dojrzatosci po ukorczeniu okresu wzrostu w pecherzyku. Wstepne wyniki doty-
chczasowych doswiadczen (Katska i Alm, dane nieopublikowane) wskazuja, ze
tylko nieliczne oocyty uzyskane z pecherzykdw o wyjsciowej wielkosci nie prze-
kraczajacej 400 pm moga uzyska¢ zdolno$¢ do dojrzewania in vitro. Mozna to
osiggnac¢ hodujac pecherzyki przez 14 dni, a nastepnie izolowane z tych pecherzykow
oocyty hodowa¢ w pozywce do dojrzewania przez kolejne 24 godz.

Nieco bardziej obiecujgca okazata sie 14-dniowa hodowla komplekséw oocyt
+ komorki wzgérka jajonosnego wraz ze Sciennymi komérkami ziarnistymi, ktore
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RYCINA 4. Konfiguracja chromatyny jadrowej oocytéw uzyskanych ze Swiezych i hodowanych in vitro
przedantralnych i wczesnoantralnych bydlecych peczerzykéw jajnikowych

pobierano z pecherzykow o $rednicy 500 do 700 pm i zatapiano w zelu kolagenowym
[47]. Po 14-dniowej hodowli oocyty uwalniano z zelu i umieszczano w pozywce
do dojrzewania na okres ok. 24 godz., nastepnie zaptadniano in vitro i uzyskane
zarodki hodowano az do stadium blastocysty [47]. Technika ta wymaga niezwykle
starannej selekcji komplekséw przeznaczanych do hodowli, a co sie z tym wigze,
duzego doswiadczenia operatora. W efekcie zastosowania tej procedury Yamamoto
i wsp. uzyskali w 1999 r. [47] pierwsze ciele, ktére rozwineto sie z tak uzyskanego
zarodka. Chociaz efektywno$¢ metody wynosita zaledwie ok. 2 do 4% sa to obie-
cujace rezultaty. Zachecajg one do kontynuacji badan, mimo ze droga do opanowania
metody wydaje sie jeszcze bardzo odlegta i skomplikowana. Metoda hodowli pe-
cherzykéw wczesnych stadiow rozwojowych w potaczeniu z technikami juz sto-
sunkowo dobrze opanowanymi, tj. kompleksowg metodg pozaustrojowej produkcji
zarodkéw, pozwalataby na duzo wieksze niz obecnie wykorzystanie potencjatu game-
totworczego jajnikéw stajagc sie zrédtem duzej liczby gamet czy zarodkdw. Jest
to istotne zardwno dla praktyki hodowlanej, jak tez dla rozwoju biotechnologii
rozrodu zwierzat.
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NAIJNOWSZE OSIAGNIECIA W KRIOKONSERWACJI
OOCYTOW SSAKOW ORAZ PERSPEKTYWY ICH
WYKORZYSTANIA W MEDYCYNIE | WETERYNARII

RECENT ADVANCES IN MAMMALITAN OOCYTE
CRYOPRESERVATION AND PERSPECTIVES
OF THEIR APPLICATION IN MEDICINE AND VETERINARY

Krzysztof PAPIS

Zaktad Embriologii Doswiadczalnej Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN,
Jastrzebiec, oraz Prywatna Przychodnia Leczenia Nieptodnosci ,,nOvum”,
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Streszczenie: Bardzo szerokie potencjalne mozliwosci zastosowania kriokonserwowanych oocytéw w
medycynie (leczenie nieptodnosci matzenskiej, donacja oocytow itp.), w weterynarii i hodowli zwierzat
(rozszerzenie wykorzystania potencjatu genetycznego samic), ekologii (tworzenie bankéw oocytow
gatunkéw zwierzat zagrozonych wyginieciem) czy wreszcie w doswiadczalnictwie (np. wykorzystanie
oocytéw czy cytoplastow przy klonowaniu) ograniczane byly do niedawna niska skutecznoscig metod
kriokonserwacji. Metody kriokonserwacji, stosowane do$¢ skutecznie wobec oocytow myszy, krélika i
do pewnego stopnia wobec oocytéw ludzkich, okazaty sie mato przydatne do kriokonserwacji oocytéw
zwierzat gospodarskich. Szczegdlnie intensywnym badaniom poddawano przez ostatnie kilkanascie lat
oocyty bydta. Jednak bez wzgledu na stosowane $rodki krioochronne i metody kriokonserwacji (zamra-
zanie lub witryfikacja) w najlepszym razie tylko kilka procent oocytéw tego gatunku rozwijato sie po
zaptodnieniu in vitro do stadium blastocysty (przy rozwoju oocytdw kontrolnych siegajacych ostatnio
nawet 35-50%). Pomimo wiec narodzin kilku cielgt (poczawszy od roku 1992 - poczatkowo wytgcznie
w Japonii), trudno byto stosowane metody kriokonserwacji oocytow bydta uznawaé za skuteczne.
Przetom w kriokonserwacji oocytéw ssakdw przyniosty metody okre$lane jako witryfikacja w probkach
0 minimalnej objetosci (minimum sample size) lub prosciej - jako otwarte metody witryfikacji. Metody
te, stosowane juz dzisiaj w kilku wariantach, przyniosty zdecydowang poprawe przezywalnosci oocytow
1lwczesnych zarodkéw bydta, zarodkéw $wini i chomika, a wreszcie - zaczynaja znajdowac zastoso-
wanie do kriokonserwacji oocytow i zarodkow cztowieka.

(Postepy Biologii Komérki 2001; 28 supl. 18; 189-200)

Stowa kluczowe: witryfikacja, oocyt, pre-ekwilibracja, bydto, cztowiek
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Summary. There are many possible practical applications of mammalian oocyte cryopreservatDn,
providing the methods are efficient. Of practitioners interest is organizing banks of oocytes in orde' to
conserve genetic resources, and to increase an impact of female genetic potential in animal breedng.
Human medicine needs an established technology of oocyte cryopreservation, to improve moral ;nd
logistic circumstances of artificial (in vitro) infertility treatment. Experiments on cloning of animals ne:ds
a great number of cytoplasts, which might by easier prepared if sufficient number of oocytes is colleced.
However, many years of experiments on mammalian oocyte cryopreservation gave acceptable resilts
only in the case of mouse, rabbit and (to some extent) human. Even considering limited ratio of bovne
embryos that developed after in vitro fertilization of frozen or vitrified oocytes and some few calves birn
(primarily in Japan) it was difficult until recently to treat the general efficiency of bovine oocyte
cryopreservation as satisfactory. A real breakthrough in bovine oocyte survival was achieved wien
minimum sample size vitrification methods was introduced. These methods which are referred in his
paper to as an ,,open” vitrification system, gave high survival rate of fragile embryos (pig, hamser,
cleavage stage bovine embryos) and especially, when combined with a gentle pre-equilibration of cells,
gave a high survival rate of vitrified bovine oocytes.

(Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18 :189-200)

Key words: vitrification, minimum sample size, oocyte, pre-equilibration, bovine, human

WSTEP

Bardzo szerokie potencjalne mozliwos$ci zastosowania kriokonserwowanych to-
cytdbw w medycynie (leczenie nieptodnoSci matzenskiej, donacja oocytdw itp.), w
weterynarii i hodowli zwierzat (rozszerzenie wykorzystania potencjatu genetycznego
samic), ekologii (tworzenie bankéw oocytow gatunkéw zwierzat zagrozonych vy-
ginieciem) czy wreszcie w doswiadczalnictwie (np. wykorzystanie oocytéw czy
cytoplastow przy klonowaniu) ograniczane byty do niedawna niskg skutecznosna
dostepnych metod kriokonserwaciji.

Badania nad kriokonserwacjg oocytéw, prowadzong poczatkowo metodami ta-
dycyjnego zamrazania, pierwsze pozytywne efekty przyniosty jeszcze w latach se-
demdziesigtych [66]. Oocyty myszy i krélika okazaty sie stosunkowo odporne na
stress zwigzany z metoda, totez wkrétce uzyskano potomstwo z zamrozonych co-
cytow tych gatunkéw ssakow (przeglad pismiennictwa w [40,59]). Jednak slu-
tecznosci 6wczesnych metod zamrazania nie udato sie potwierdzi¢ w stosunku Jo
oocytéw zwierzat gospodarskich [13,14]. Szczegdlnie intensywnie badano mozliwes¢
kriokonserwacji oocytow bydta, gatunku bardzo istotnego z praktycznego (hodow-
lanego) punktu widzenia. Stosujgc metody tradycyjnego zamrazania, jak réwnez
metode witryfikacji, juz na poczatku lat dziewieédziesigtych uzyskano w Japoiii
pierwsze cieleta z kriokonserwowanych oocytéw [9,12]. Jednak pobiezna chochy
analiza rezultatéw licznych publikowanych woéwczas badan wskazuje na niskg ee-
ktywnos¢ stosowanych metod. Najwyzszy odsetek zarodkéw (w stadium blastocysy)
uzyskiwanych in vitro z kriokonserwowanych oocytéw nie przekraczat 10% w
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stosunku do wyjsciowej liczby oocytow poddanych kriokonserwacji [12,19,-
23,37,38,61]

Nieco lepiej przedstawia sie skuteczno$é kriokonserwacji oocytéw ludzkich. W
drugiej potowie lat osiemdziesigtych urodzity sie pierwsze dzieci po zaptodnieniu
pozaustrojowym zamrozonych oocytow [5]. Jednak wkrotce potem odnotowano
doniesienia wskazujace na podstawie badan oocytéw myszy na istotne ryzyko wigzace
sie z wykorzystywaniem w rozrodzie kriokonserwowanych komoérek jajowych. Z
tego powodu kolejne prace dotyczace kriokonserwacji oocytéw cztowieka pojawity
sie po Kilkuletniej przerwie - na poczatku lat dziewieédziesigtych. Zanotowany
wolwczas wzrost odsetka zarodkéw uzyskiwanych po zaptodnieniu zamrazanych
oocytéw wigzat sie jednak raczej z wprowadzeniem metody docytoplazmatycznej
iniekcji plemnika (ICSI) przynoszacej wyzszy odsetek zaptodnionych komorek ja-
jowych niz z postepami kriokonserwacji [32,51,52].

Pomimo wiec formutowanych opinii o wzglednej odpornosci oocytow ludzkich
na zamrazanie [10] uzyskiwanie tylko nieco ponad 60% oocytdéw przezywajacych
zamrazanie, przy jednoczesnym, juz choéby nieznacznym obnizeniu odsetka oo-
cytow dajacych sie zaptodnié metodg ICSI sprawia, ze niemal potowa oocytéw
poddanych kriokonserwacji staje sie nieuzyteczna do rozrodu.

WRAZLIWOSC OOCYTOW
A METODY KRIOKONSERWACJI

Powstaje pytanie o to, gdzie lezg przyczyny tak znacznej wrazliwosci oocytow
na kriokonserwacje? Ogélnie méwigc, przyczyn trudnosci w opracowaniu skutecznej
metody kriokonserwacji oocytdw szukaé mozna zaréwno po stronie samych komaérek,
jak i po stronie czynnikéw zewnetrznych oddziatujgcych na oocyt przed i w trakcie
kriokonserwaciji.

Oocyty ssakéw sg wysoko wyspecjalizowanymi komdrkami o unikalnej budowie
i funkcji. Nawet nieznaczne zaburzenie struktur morfologicznych czy procesow
molekularnych moze uniemozliwi¢ prawidtowg realizacje funkcji biologicznej oo-
cytu. Tymczasem opisano juz wiele niekorzystnych efektdw (tab. 1) obserwowanych
gtéwnie w oocytach krélika, myszy, bydta i cztowieka, powodowanych przez srodki
krioochronne czy tez powstajgcych na skutek ekspozycji oocytéw na niskg tem-
perature [49,50,54,55,65], przeglad piSmiennictwa w [28,32,57]. Stwierdzono ponad-
to znaczne réznice w odpornosci na kriokonserwacje oocytow roznych gatunkéw
ssakow.

W ciggu ostatnich kilku lat podejmowano wiele préb zdefiniowania i rozwigzania
zarysowanych powyzej problemoéw. Poszukiwania metod podnoszacych skutecznos$¢
kriokonserwacji oocytow posuwaty sie zwykle w dwdch kierunkach.
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TABELA 1 Niektére z niekorzystnych efektow wywieranych na oocyty przez $rodki ostaniagce
i/lub niska temperature

Obserwowane zaburzenie Obserwowany i/lub przewidywany skutek biologicmy
Zaburzenia réwnowagi miedzy aktyna - zaburzenia rotacji wrzeciona podziatowego,
wiokienkowa F a globularng G - zaburzenia formowania ciatka kierunkowego,
- zaburzenia migracji przedjadrzy
w Kkierunku centrum jaja

Demontaz wrzeciona podziatowego - zaburzenia dystrybucji chromatyd
(w konsekwencji np. aneuploidia)
Przedwczesna egzocytoza ziaren - utrudnienie zaptodnienia,
korowych - zaburzenia bloku przeciwko polispermii
Twardnienie ostonki przejrzystej - utrudnienie przenikania plemnikéw przez ostonie

Pierwszy z nich koncentrowat si¢ na zmniejszeniu ryzyka uszkodzen struktiry
oocytu przez wybér najbardziej odpornego stadium dojrzato$ci mejotycznej komaiki.
Tak wiec, oprécz badan nad oocytami dojrzatymi (zahamowanymi w stadium drugej
metafazy) wykonano liczne prace nad kriokonserwacjg niedojrzatych (tzn. zraj-
dujacych sie w stadium pecherzyka zarodkowego) oocytow myszy [m.in. 20,34],
bydta [m.in. 15,19,23,27,29,38,61], swini [21], kota [30,31] czy wreszcie cztowitka
[11,18,32,62]. Pracom tym przy$wiecata nadzieja na unikniecie destrukcji cho-
matyny czy elementéw cytoszkieletu komérki - znajdujgcych sie w niedojrzatych
oocytach stanie dekondensacji czy depolimeryzacji. Podobny cel stawiali sobie >
dacze poddajacy kriokonserwacji oocyty w posrednich stadiach mejozy, tzn. poddtne
uprzednio tylko kilku- czy kilkunastogodzinnemu dojrzewaniu in vitro [15,19,61].
Jakkolwiek powyzsze podejscie wydaje sie bardzo obiecujace, jednak jak na ra;ie
nie przyniosto samo przez sie istotnego zwiekszenia odsetka oocytéw przezywajgcych
proces kriokonserwacji. Bardzo ciekawe proby ,,farmakologicznej” ochrony pewnych
struktur komérkowych (np. niektérych elementéw cytoszkieletu) za pomocga cyo-
chalazyny, skladnikéw zétka jaja czy EGTA [20,21,27,35], czy tez wplywaiia
na fizyko-chemiczne parametry bton komdérkowych réwniez nie przyniosty sjo-
dziewanych rezultatow [68,69]. Obnizeniu toksycznosci roztworéw podczas jo-
wolnego schtadzania komdérek stuza natomiast préby zastgpienia niektdrych
sktadnikow tych roztworéw (chodzi gtownie o NaCl) przez zwiazki osmotycziie
obojetne, takie jak np. cholina [11,60]

Drugi kierunek badan koncentrowat sie na doskonaleniu kriobiologicznej stroiy
zagadnienia. Jesli bowiem stwierdzono negatywny wptyw Srodkow ostaniajgcych
i obnizonej temperatury na losy oocytéw poddawanych kriokonserwacji, nalezdo
poszukiwa¢ takich procedur, ktdre minimalizowaty udziat obu tych czynnikéw.
O ile jednak toksyczno$é srodkéw ostaniajagcych w stosunku do zamrazanych ;a-
rodkéw udawato sie w niektorych przypadkach ograniczy¢ dzieki stosowaniu efs-
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pozycji w obnizonej temperaturze (np. do +4C), to w stosunku do oocytéw, szcze-
gblnie gatunkéw wyjatkowo wrazliwych na nizsze temperatury (bydto, Swinia),
takie postepowanie nie wchodzito zazwyczaj w gre.

WITRYFIKACJA -
ALTERNATYWNA METODA KRIOKONSERWACJI

Pierwszym mozliwym do zastosowania rozwigzaniem byto wprowadzenie do
kriokonserwacji oocytdw metody witryfikacji. Witryfikacja (zeszklenie) jest pro-
cesem fizycznym prowadzacym do przejscia cieczy w ciato state, dzieki zwiekszeniu
lepkosci cieczy w warunkach gwattownego spadku temperatury. W procesie wi-
tryfikacji nie powstajg krysztaty lodu, ktére sgjednym z podstawowych czynnikéw
uszkadzajacych komérki podczas tradycyjnego zamrazania. Pomimo koniecznosci
zastosowania w tym procesie wysoko stezonych (a wiec w konsekwencji -
grozniejszych dla oocytow) roztwordw $rodkdw ostaniajacych, wykryto mozliwos¢
bardzo krétkiej (10-20 s) ekspozycji tych komdrek na dziatanie roztworéw witry-
fikacyjnych [12,36]. Z drugiej strony, bardzo wysokie tempo schiadzania, niezbedne
dla prawidtowego przebiegu witryfikacji sprzyja skroceniu ekspozycji oocytéw na
zakres temperatur potencjalnie szkodliwych.

Jakkolwiek stosowano witryfikacje oocytdw myszy [36], konia [16] i Swini [21]
oraz wielokrotnie oocytéw bydia, zaréwno niedojrzatych [23,27], dojrzatych [27,
39,44], jak i w stadiach posrednich mejozy [15], wymierne sukcesy dotyczylty w
zasadzie tylko oocytdw myszy. Po zaptodnieniu in vitro oocytow bydta udato sie
co prawda uzyskac Kilka cielat, jednak odsetek komorek przezywajacych kriokon-
serwacje byt nadal rozczarowujaco niski [23,27,39,44]. Réwniez najnowsze rezultaty
witryfikacji oocytdw ludzkich [6] nie daja podstaw do szczegdlnego optymizmu.
Udato sie co prawda uzyskaé w tym przypadku do$¢ wysoki odsetek dzielagcych
sie zarodkow, jednak ani jeden z nich nie rozwingt sie do stadium blastocysty.

OTWARTE METODY WITRYFIKACJI -
ZNAMIONA PRZELOMU

Przetom w kriokonserwacji oocytow ssakéw przyniosty dopiero metody okreslane
jako witryfikacja w prébkach o minimalnej objetosci (minimum sample size) lub
prosciej - jako otwarte metody witryfikacji [43,64]. Metody te, stosowane juz dzisiaj
w kilku wariantach, przyniosty zdecydowang poprawe przezywalnosci oocytéw i
wczesnych zarodkow bydta [2,33,46,47,48,63], zarodkdw Swini [17] i chomika [25],
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a wreszcie zaczynajg znajdowaé zastosowanie do kriokonserwacji oocytow
[7,18,24,67] i zarodkéw cztowieka [26]. Przynajmniej dziesieciokrotne obnizenie
objetosci ptynu, witryfikowanego wraz z zawieszonymi w nim komdrkami skutkuje
znakomitym przyspieszeniem tempa schtadzania (a nastepnie - ogrzewania) prébki
umieszczonej w ciektym azocie. Wykazano, ze schtadzanie zawartosci stomki inse-
minacyjnej (objeto$¢ catkowita - 0,25 ml) przebiega z szybkoScig ok. 2000°C/min.
Natomiast schtadzanie oocytéw osadzonych w ptynie o objetosci 2 pl na siateczce
do mikroskopu elektronowego [2,7,18,33,67] zachodzi z szybkoscig mieszczaca
sie w granicach 10740 000°C/min [33,64]. Z podobng szybkoscig zachodzi schia-
dzanie w waskiej, wyciggnietej stomce (metoda OPS - Open Pulled Straw,
[24,63,64]), nylonowej mini petelce (metoda cryo-loop [25,26]) czy wreszcie nie-
znacznie tylko wolniej w kropelkach roztworu witryfikacyjnego wkraplanych wraz
z oocytami bezposrednio do ciektego azotu [43,47,48]. W warunkach ultraszybkiego
schiadzania utatwiony jest proces witryfikacji ijeszcze szybsze jest przejscie komorek
przez krytyczny zakres temperatur. Ponadto, metody otwarte umozliwiajg znacznie
sprawniejsze prowadzenie ekwilibracji komorek przed schtadzaniem oraz usuwania
Srodkéw ostaniajacych po ogrzaniu [43].

Wprowadzenie otwartych metod witryfikacji przyniosto zdecydowany wzrost
odsetka oocytéw bydta przezywajacych kriokonserwacje. Vajta i wsp. [63] uzyskali
nawet 25% blastocyst po zaptodnieniu in vitro oocytéw umieszczonych w ciektym
azocie za posrednictwem metody OPS. Byt to zdecydowany postep, nawet gdy
wezmiemy pod uwage, ze odsetek blastocyst uzyskiwany w tym laboratorium po
zaptodnieniu kontrolnych, niewitryfikowanych oocytdéw byt blisko dwukrotnie wy-
zszy.

PRE-EKWILIBRACJA OOCYTOW -
KOLEJNY KROK NAPRzOD

Istotnym elementem kriokonserwacji, ktory przez wiele lat zachowat praktycznie
niezmieniong postac, jest ekwilibracja komorek w srodkach ostaniajgcych. Oprocz
skutecznosci w ochronie przed krystalizacjg podczas zamrazania, czy sktonnosci
do ulegania zeszkleniu, Srodki ostaniajgce muszg by¢ wzglednie nietoksyczne dla
komérek. Testowaniu pod takim katem poddano bardzo liczne $rodki ostaniajace,
wystepujace pojedynczo lub w zestawach [1,19,42,43,44,56]. Do celow witryfikacji
stosuje sie najczesciej [42,43] kompozycje okreslane jako VS1, VS3 [53], EFS
[22], VS14 [1,7,18,33,44,48,67] oraz glikol etylenowy w potaczeniu z dwume-
tylosulfotlenkiem (DMSO) [4,17,63,64]. Do witryfikacji oocytow uzywa sie obecnie
gtéwnie dwodch ostatnich roztwordw.
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Oprécz jednak wyboru $rodka czy zestawu $Srodkdw ostaniajgcych, istotny jest
sposéb ich zastosowania. Do celow witryfikacji najpowszechniej stosowana jest
bardzo krétkotrwata (10-60-sekundowa) ekwilibracja komérek w roztworze wi-
tryfikacyjnym, zgodnie z tzw. zasadg niepetnej ekwilibracji [42,43]. Zastosowanie
takiego podejscia nie przyniosto niestety jednoznacznych efektéw w stosunku do
oocytdw. Kilkunastosekundowa ekwilibracja w gestym roztworze witryfikacyjnym
jest zabiegiem wymagajacym duzej manualnej sprawnosci i czesto powoduje staba
powtarzalno$¢é rezultatébw. Dla dojrzatych oocytéw bydta, otoczonych czesciowo
komoérkami wzgorka jajonosnego 15-sekundowa ekwilibracja okazata sie niewy-
starczajaca, bez wzgledu na zestaw $rodkow ostaniajacych [44]. Ponadto, w komérce
ulegajacej w tych warunkach gwattownemu odwodnieniu tworzy sie gradient stezenia
srodka ostaniajgcego o parametrach niemozliwych praktycznie do oznaczenia
[42,43,48]. Od kilku lat przed witryfikacjg stosuje sie wiec najczesciej, optymalng
przy tym podejsciu 25-30-sekundowg ekwilibracje oocytéw w temperaturze 35-
37°C [33,41,44,63].

Kolejny postep z punktu widzenia skutecznosci metod kriokonserwacji oocytow
bydta osiggniety zostat dzieki nowatorskiemu podej$ciu do zagadnienia ekwilibracji,
czy raczej pre-ekwilibracji komérek [28,46,47,48,63]. Zastosowanie w tym przy-
padku dodatkowego, dtuzszego okresu (12-15 min) pre-ekwilibracji oocytow w
rozcieniczonym (a wiec nieszkodliwym) roztworze glikolu etylenowego, przepro-
wadzanej juz standardowo w temperaturze prawie fizjologicznej (35-37°C) po-
zwolito na catkowite wysycenie $rodkiem ostaniajagcym. Stosowana nastepnie,
typowa, 30-sekundowa ekwilibracja poprzedzata umieszczenie komorek wraz z kro-
pelka roztworu witryfikacyjnego bezposrednio w ciektym azocie. Zgodnie z hipoteza
badang w opisanym tu doswiadczeniu [45,47,48], krotkotrwata ekwilibracja w wy-
soko stezonym roztworze witryfikacyjnym (V S14), poprzez wywotanie gwattownego
odwodnienia komadrki powodowata chwilowy, wielokrotny wzrost stezenia glikolu
etylenowego (EG) wchtonietego przez komorke w czasie pre-ekwilibracji. Jakkol-
wiek, jak juz wspomniano, bardzo trudno jest ustali¢ faktyczne stezenie wewnatrz-
komorkowego EG w tak dynamicznie zmieniajgcych sie warunkach [42], mozna
okresli¢ optymalne wyjsciowe stezenie tego Srodka ostaniajgcego w roztworze pre-
ekwilibracyjnym. Rezultaty przeprowadzonego eksperymentu (ryc. 1) wykazaty,
ze trzyprocentowe stezenie EG bylo najodpowiedniejsze z punktu widzenia re-
zultatéw witryfikacji oocytéw przeprowadzanej metodg otwartg (w kroplach) [46,48].
Ro6znica pomiedzy odsetkiem blastocyst wyhodowanych w grupach doswiadczalnej
(3% EG, 16/54, 29,6%) i kontrolnej (oocyty niewitryfikowane - 22/53, 41,5%)
okazata sie nieistotna statystycznie [46,48]. Urodzenie w lutym 1999 r. buhajka
rasy czarnej japonskiej po transferze 4 zarodkow otrzymanych in vitro z wery-
fikowanych oocytéw, potwierdzito mozliwos¢ kompletnego rozwoju prenatalnego
uzyskiwanych zarodkéw [48].



RYCINA 1 Odsetek zarodkéw rozwinietych po zaptodnieniu in vitro oocytéw bydta witryfikowanych
w VS14, po pre-ekwilibracji w roznych stezeniach glikolu etylenowego (wg Papis i wsp. [46,48])

Jakkolwiek trudnojest dzisiaj wyrokowac o rzeczywistym, praktycznym znaczeniu
metody pre-ekwilibracji dla rozwoju powszechnie dostepnych metod kriokonserwacji
oocytow (czy szerzej - takze zarodkow) pierwsze zastosowania juz sie pojawity.
Dinnyesh i wsp. [8] uzyskali klonowane zarodki bydta stosujgc do produkcji cy-
toplastow (czyli oocytéw pozbawionych wilasnego jadra) oocyty witryfikowane wg
powyzszego schematu. Wczesniej, uzyskiwano juz cytoplasty z oocytéw witry-
fikowanych metodg OPS [4]. System pre-ekwilibracji sprawdzit sie réwniez w sto-
sunku do miodych dwu- i trzydniowych zarodkéw bydta [43,47]. Nie byt on jak
dotychczas testowany w odniesieniu do oocytdéw cztowieka. Dalszych badah wymaga
z kolei zastosowanie metody pre-ekwilibracji do witryfikacji niedojrzatych oocytéw
bydta, ktérych wystepowanie w funkcjonalnym kompleksie z komérkami ziarnistymi
pecherzyka jajnikowego powaznie komplikuje skuteczna kriokonserwacje [41,45].
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PODSUMOWANIE

Wydaje sie, ze w chwili obecnej mozna juz wyrazi¢ uzasadniong nadzieje, ze
rezultaty badan przeprowadzonych w ostatnich kilku latach stanowia wystarczajacy
materiat dla opracowania wysoko wydajnych, uzytecznych praktycznie procedur
kriokonserwacji oocytéw, taczacych zalety poszczegélnych wariantow metodycz-
nych, ktére przynajmniej w odniesieniu do oocytéw ludzkich i bydlecych pozwolg
na uruchomienie oczekiwanych od dawna bankéw tych komérek. Mozna tez np.
zaryzykowac teze, ze potgczenie pre-ekwilibracji oocytow w optymalnym stadium
mejozy, z ochronnym efektem cytochalazyny oraz witryfikacjg metodg ultraszybka
(chociaz niekoniecznie metoda otwartg [3,43], bedzie taka ,recepta” spetniajaca
nasze oczekiwania. Zresztag pewne préby pofaczenia rozmaitych wariantéw me-
todycznych juz trwajg [3,58].
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PRZESZCZEPIANIE KOMOREK
W TERAPII NOWOTWOROW

TRANSPLANTATION OF CELLS IN TUMOR THERAPY

Marek JAKOBISIAK

Instytut Immunologii, Biostruktury, AM, Warszawa

Summary: One of the promising treatment modalities is to use tumor cells as a form of tumor vaccine.
Isolated tumor cells are usually transfected with genes encoding antigen presenting MHC molecules,
costimulatory CD80/CD86 and/or cytokines stimulating the immune response. Dendritic cells fed with
tumor antigens are also being used for vaccination. Another therapeutic regimen is based on application
of T cytotoxic cells able to kill tumor cells.

(Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18: 203-204)

W terapii nowotworéw komarki przeszczepia sie najczesciej w dwoch réznych
schematach. Pacjentowi podaje sie komorki efektorowe ukiadu odpornosciowego
po to, zeby bezposrednio mogly one wywiera¢ swéj efekt przeciwnowotworowy
albo podaje mu sie w formie szczepionki komorki zawierajgce antygeny nowo-
tworowe po to, zeby pobudzi¢ odpowiedZ przeciwnowotworowg. Jezeli chodzi o
terapie z uzyciem komérek efektorowych uktadu odpornosciowego, to poczatkowo
zainteresowano sie tak zwanymi komoérkami LAK (lymphokine activated killers).
Sa to limfocyty od chorego na nowotwdr, poddane in vitro aktywacji interleuking
2, dzieki czemu nabywajg one zdolno$¢ zabijania komoérek nowotworowych. Za-
stosowano je w leczeniu czerniaka i raka nerki u ludzi, ale wyniki tych prob okazaty
sie mato zachecajace. Nastepne préby dotyczyly izolacji z usunietego operacyjnie
guza naciekajacych go limfocytéw T. Limfocyty te nazwano TIL (tumor infdtrating
lymphocytes). Po inkubacji in vitro z interleuking 2 podaje sie je osobnikowi, od
ktorego je wyizolowano, z nadziejg, ze bedg one naciekaty nowotwdr i zabijaty
komorki nowotworowe. Komoérki TIL daty w badaniu na zwierzetach znacznie
silniejszy efekt przeciwnowotworowy w poréwnaniu z komorkami LAK. Zasto-
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sowano je w probach klinicznych, lecz ich efektywno$¢ terapeutyczna okazata sie
mniejsza, niz wynikatoby to z doswiadczen na zwierzetach. Aby zwiekszy¢ ich
dziatanie przeciwnowotworowe, prébuje sie wprowadza¢ do komoérek TIL geny
dla takich cytokin, jak interleukina 2 lub czynnik martwicy nowotworu. Interesujacy
wynik z uzyciem limfocytéw uzyskano przeszczepiajac szpik allogeniczny pacjentom
z przewlekly biataczkg szpikowa. Pacjentom, u ktérych po przeszczepieniu szpiku
allogenicznego dochodzi do wznowy biataczki, podaje sie limfocyty od dawcy szpiku.
Przeszczepione limfocyty rozwijajg tak zwana reakcje przeszczepu przeciw biataczce,
co prowadzi do bardzo dobrego wyniku terapeutycznego. Podjeto réwniez préby
podawania pacjentom z nowotworem limfocytéw allogenicznych pobudzonych
(,,uczulonych™) przed przeszczepieniem antygenami nowotworowymi. Podawanie
odpowiednio przygotowanych komdrek nowotworowych jako szczepionki w celu
leczenia nowotworéw ma swa dtuga historie, ale metoda ta przez diugie lata nie
dawata zachecajacych wynikéw. Wiadomo, ze komérki nowotworowe same przez
sie s mato immunogenne i nie indukujg efektywnej odpowiedzi przeciwnowotwo-
rowej. Obecnie probuje sie rozwigzac¢ te trudnosci wprowadzajac do tych komorek
odpowiednie geny, aby zwiekszy¢ ich zdolnos$¢ do indukowania odpowiedzi przeciw
antygenom nowotworowym. W tym celu wprowadza sie do komérek nowotwo-
rowych miedzy innymi geny kodujace:

a) czasteczki MHC, ktore mogtyby zaprezentowac limfocytom T antygeny nowotwo-

rowe,
b) czasteczki kostymulujace CD80/CD86, zeby zwiekszy¢ efektywnos¢ tej prezenta-
cji, a takze

¢) cytokiny zdolne do pobudzenia odpowiedzi przeciwnowotworowe;j.

Poznano juz metody izolacji i hodowli komdrek dendrytycznych, ktore sa pro-
fesjonalnymi komérkami prezentujgcymi antygeny limfocytom T. Komérki te tez
stosuje sie jako szczepionki przeciwnowotworowe. W przeciwienstwie do komoérek
nowotworowych majg zaréwno czasteczki MHC, jak i czasteczki kostymulujace.
Przed uzyciem ich jako szczepionki trzeba do nich tylko wprowadzi¢ antygeny
nowotworowe lub kodujace je geny. Po otrzymaniu zachecajacych wynikéw w
badaniach na zwierzetach, w szczepionkach opartych na modyfikowanych gene-
tycznie komérkach nowotworowych lub komérkach dendrytycznych poktada sie
obecnie duze nadzieje w immunoterapii nowotwordw.
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PRZESZCZEPIANIE CHONDROCYTOW
TRANSPLANTATION OF CHONDROCYTES

Stanistaw MOSKALEWSKI, Anna OSIECKA-IWAN, Anna HYC

Zaktad Histologii i Embriologii Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: Chondrocyty wykazujg ekspresje czasteczek gtownego uktadu zgodnosci tkankowej klasy
1i 1l oraz prawdopodobnie antygenu(6w) tkankowo swoistego(ych). Przeszczepy izolowanych syngeni-
cznych chondrocytdw pochodzacych z chrzastki szklistej lub sprezystej odtwarzajg chrzastke podobna
do tkanki, z ktérej pochodza, cho¢ z mniej regularnym rozmieszczeniem komérek. Chondrocyty
allogeniczne réwniez odtwarzaja chrzastke, jest ona jednak otaczana przez limfocyty i makrofagi i
stopniowo resorbowana. Ponadto wywotujg one uogdlniona reakcje biorcy zaréwno typu komérkowego,
jak i humoralnego. Autogenne chondrocyty pobrane z mato obcigzanej okolicy chrzastki stawowej
stosuje sie do leczenia ubytkéw w chrzastce stawowej, a autogenne chondrocyty z chrzastki sprezystej
do odtwarzania chrzastki matzowiny usznej u dzieci w przypadku jej niedorozwoju.

(Postepy Biologii Komorki 2001 ; 28 supl. 18: 205-220)

Stowa kluczowe: chrzastka szklista, chrzastka sprezysta, przeszczepianie chondrocytow.

Summary: Chondrocytes express molecules of the major histocompatibility complex class | and 1l and
probably also tissue specific antigen(s). Transplants of isolated syngeneic chondrocytes originating from
hyaline orelastic cartilage produce cartilage similar to that from which they originate, but with less regular
distribution of cells. Allogeneic chondrocytes also produce cartilage which is infiltrated by lymphocytes
and macrophages and gradually resorbed. Furthermore, they cause both cellular and humoral systemic
response of recipients. Autogeneic chondrocytes taken from no-weight-bearing areas ofarticular cartilage
are recently used for the treatment of localized articular cartilage defects. Autogeneic elastic chondrocytes
found clinical application in reconstruction of auricular cartilage in children with poorly developed
external ear.

(Advances in Cell Biology 2001 ; 28 suppl. 18: 205-220)

Key words: hyaline cartilage, elastic cartilage, chondrocyte transplantation.
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WPROWADZENIE

Badania nad przeszczepianiem chondrocytéw rozwijaty sie w dwéch kierunkach
majacych na celu wyjasnienie niektdrych zagadnien dotyczacych morfogenezy chrzg-
stki i wprowadzenie takich przeszczepdw do praktyki klinicznej. Pierwsze prace
dotyczace przeszczepiania chondrocytéw ukazaty sie juz w 1965 roku [60,44], jed-
nakze zainteresowanie tg problematyka nasilito sie dopiero w ostatnim dziesie-
cioleciu, po opublikowaniu informacji o zastosowaniu chondrocytéw autogennych
do leczenia ubytkow powierzchni chrzastki stawowej [5,56]. Celem tego artykutu
jest przedstawienie wynikéw uzyskanych zaréwno w pracach majacych obecnie
tylko znaczenie teoretyczne, jak i osiggnie¢ klinicznych. Po omdwieniu og6lnych
probleméw zwigzanych z izolacjg i przeszczepianiem chondrocytéw oraz ich wia-
$ciwosciami antygenowymi zostanie przedstawione odtwarzanie réznych rodzajow
chrzastki ze szczegdélnym uwzglednieniem doswiadczalnego odtwarzania chrzastki
stawowej przez syngeniczne i allogeniczne chondrocyty. Badania te byly bardzo
istotne, gdyz stworzyly podstawe dla pdzniejszych zastosowan klinicznych. Przed-
stawimy réwniez niektére informacje sugerujace, ze chondrocyty wykazujg ekspresje
swoistego antygenu. Ostatnia cze$¢ pracy zostanie poswiecona oméwieniu leczenia
ubytkéw w chrzastce stawowej i uzyskiwanych wynikdw klinicznych.

INFORMACJE OGOLNE
DOTYCZACE PRZESZCZEPIANIA CHONDROCYTOW

Do izolacji chondrocytéw uzywa sie preparatow kolagenazy z Cl. histolyticum
[67,44,41]. Preparat kolagenazy zawiera m.in. klostripaine, ktéra uszkadza komorki.
Z tego wzgledu celowe jest dodawanie do roztworu kolagenazy inhibitora klo-
stripainy, TLCK (keton Noc-p-tosylo-I-lizynochloromethylu) [18], co poprawia wy-
dajnosc¢ izolacji. Ponadto do mieszaniny enzyméw dodaje sie DNaze w celu strawienia
DNA uwalnianego z martwych komorek i tworzgcego galaretowaty materiat utrud-
niajacy izolacje [62]. Chondrocyty mozna izolowac z chrzgstek osobnikéw w ré6znym
wieku, ale najefektywniej z chrzastki ptodowej, w ktdrej jest najkorzystniejszy sto-
sunek liczby komorek do ilosci macierzy.

W pracach eksperymentalnych chondrocyty najczesciej byty przeszczepiane do-
miesniowo lub do sztucznie wytworzonych ubytkéw w chrzgstce stawowej. Chon-
drocyty autogeniczne lub syngeniczne odtwarzaja chrzastke w przyblizeniu podobng
do tej, z ktorej zostaly pobrane. Chondrocyty allogeniczne odtwarzajg chrzastke
tak samo jak syngeniczne, ale po uptywie Kilku dni od daty przeszczepienia zaczyna
gromadzi¢ sie wokot niej naciek i dochodzi do jej stopniowej resorpcji [45]. W
procesie tym biorg udzial gtéwnie limfocyty T i monocyty/makrofagi [59].
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W przeciwienstwie do chrzastki utworzonej przez allogeniczne chondrocyty, prze-
szczepy allogenicznych fragmentdw chrzastki przezywajg przez dtugi okres [9,17]
dzieki obecnosci macierzy, ktéra chroni je od kontaktu z uktadem immunologicznym
gospodarza [1]. Wydaje sie zatem, ze wkrdtce po przeszczepieniu allogenicznych
chondrocytow, gdy nie sg one dostatecznie chronione przez macierz, dochodzi
do uczulenia gospodarza i w konsekwencji do odrzucania przeszczepu [45,23].

ANTYGENY CHONDROCYTOW

Chondrocyty majg na swojej powierzchni, podobnie jak inne rodzaje komorek,
czasteczki gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy | [23,33]. Ponadto chon-
drocyty niektdrych gatunkéw, np. krdlika lub szczura, wykazujg réwniez konsty-
tutywng ekspresje czasteczek klasy Il [66,32,38], a u innych, w tym u cztowieka,
mozna jg wywota¢ stymulujac chondrocyty za pomoca np. inteferonu y [7,28,33].
Daje to chondrocytom mozliwo$é prezentowania egzogennych antygenéw, co udo-
wodniono na przyktadzie ovalbuminy [66] i toksoidu tezca [7].

MORFOLOGIA CHRZASTKI ODTWARZANEJ
PRZEZ CHONDROCYTY O ROZNYM POCHODZENIU

Podobienstwo utworzonej w przeszczepie chrzastki do chrzastki, z ktérej uzyskano
chondrocyty, wykazano w przypadku chrzastki tworzacej przegrode nosowg [44],
chrzestnego modelu kosSci [65,31,36], chrzastki zebrowej [30,37], chrzastki mat-
zowiny usznej [29,48] oraz chrzastki stawowej [27,42,50,58,68].

Chrzastka przegrody nosonej krolika

Chrzastka ta ma mato charakterystyczny wyglad, zawiera kilka warstw spta-
szczonych komorek na obwodzie i zaokraglone, wypetnione kroplami lipidéw chon-
drocyty w czesci Srodkowej. Przeszczepione chondrocyty wytwarzajg wysepki
chrzastki, w ktérych juz po 7 dniach wyraznie widaé macierz, a po 28 dniach
przypominajg wygladem chrzastke nosowg in situ. Ponadto, dzieki obecnosci w
chondrocytach samic krélika wyraznej chromatyny piciowej mozna bylo stosujac
ten znacznik wykazac, ze chrzastka jest rzeczywiScie odtwarzana przez przeszcze-
pione komorki, a nie w drodze procesu indukcyjnego [44].

Chrzastka zebrowa
Chrzastka zebrowa niektorych gryzoni (mysz, szczur) jest zwapniata w Srodkowej
czesci. Jezeli jg przeciaé i wszczepi¢ domiesniowo, to w miejscach, w ktorych
cze$¢ zwapniata zostanie obnazona, dochodzi do indukcji kosci, w wyniku kontaktu
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z niezréznicowanymi komorkami tkanki tgcznej. Przeszczepione chondrocyty ze-
browe tworzag wysepki, w ktorych w $rodkowej czesci juz po kilkunastu dnach
pojawia sie zwapnienie, podobnie jak to ma miejsce w prawidtowej chrzastce ze-
browej [30,37].

Chrzastka nasadowa

Syngeniczne chondrocyty uwolnione z kompleksu stawowo-nasadowego tvo-
rzacego nasady chrzestne w okresie wczesnego rozwoju kosci [67] po przeszczepieiiu
do mies$ni wytwarzajg wysepki chrzastki, w ktérych dochodzi, podobnie jak w
przebiegu kostnienia $rédchrzestnego, do przerostu chondrocytéw, wapnienia na-
cierzy, wrastania naczyn i niezréznicowanych komoérek i wreszcie do odktadania
sie beleczek kostnych na beleczkach zwapniatej macierzy. W odr6znieniu jednak
od kostnienia $rédchrzestnego in situ, chondrocyty ulegaja hipertrofii w rézn/ch
miejscach odtworzonej chrzastki i w efekcie ko$¢ powstaje dosy¢ beztadnie (iyc.
la) [65,31,36]. W podobny sposob dochodzi réwniez do indukcji kosci po prze-
szczepieniu chondrocytéw z chrzastki nasadowej krélika nagim myszom, u ktor/ch
nie zachodzi odrzucanie przeszczep6w allo- i ksenogenicznych [69]. ROwniez alo-

RYCINA 1 Domigs$niowy przeszczep chondrocytéw z chrzestnych nasad kosci dtugich myszy, potrany
po 3 tygodniach: a - Przeszczep syngeniczny. W obrebie odtworzonej chrzastki zachodzi kostnenie
$rodchrzestne. Strzatka pokazuje beleczki kostne, b - Przeszczep allogeniczny. Wokot chrzastki vidac
komorki nacieku, w niektérych miejscach (strzatka) wnikajace w obreb macierzy. W chrzastct nie
dochodzi do tworzenia kosci (H.E. x 240)
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genticzne chondrocyty nasadowe po przeszczepieniu do miesni odtwarzajg chrzastke,
ale zostaje ona otoczona przez naciek i nie dochodzi do kostnienia (ryc. Ib).

Chrzastka madzowiny uszej

Wyglad chrzastki odtwarzanej przez chondrocyty z chrzastki matzowiny usznej
krolika zalezy od wieku dawcy. Chrzastka ta u 7-14-dniowych krolikéw zawiera
niewielkie komorki wytwarzajace znaczng liczbe wiédkien sprezystych. U starszych
krélikéw w srodkowej czesci chrzastki pojawiaja sie duze, dwujadrzaste chondrocyty.
Chondrocyty pochodzace z miodej chrzastki po przeszczepieniu obficie wytwarzaja
wiokna sprezyste (ryc. 2), natomiast chondrocyty z chrzastki dwumiesiecznych lub
dorostych zwierzat prawie nie syntetyzujg elastyny [29,35,48].

Przedstawione powyzej obserwacje doprowadzity do wprowadzenia efektownego
sposobu leczenia niedorozwoju matzowiny usznej (mikrotia) u dzieci [8]. Zespot
prof. Aleksandra Hinka opracowat w Kanadzie metode hodowli chondrocytow
sprezystych z chrzastki matzowiny usznej $wini i cztowieka. Te ostatnie izolowano
z fragmentéw chrzastki pobieranych w czasie operacji odtwérczych. Chondrocyty
zagregowane w hodowli wprowadzano nastepnie do konstrukcji skladajacej sie z
alginianu i kolagenu typu | przewaznie z dodatkiem k elastyny jako czynnika sty-
mulujgcego powstawanie wiokien sprezystych. Konstrukcje takie wszczepiane nagim

RYCINA 2. Chrzastka sprezysta utworzona w pobranym po 14 dniach domie$niowym przeszczepie
chondrocytdéw uzyskanych z chrzastki matzowiny usznej tygodniowego krélika (hematoksylina-orceina,
X 240)
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myszom, po okresie 4 tygodni upodabniaty sie do chrzastki sprezystej, a alginian
prawie catkowicie ulegat resorpcji. Obecnie autologiczne chondrocyty sprezyste
wprowadzone do alginianowego szkieletu przypominajgcego chrzastke matzowiny
usznej sg z powodzeniem stosowane w Toronto do rekonstruowania ucha u dzieci
z wrodzonym niedorozwojem ucha zewnetrznego [24].

Chrzastka stawowa

Do odtwarzania chrzastki stawowej w ubytkach powierzchni stawowej uzywa
sie chondrocytéw pochodzacych z chrzastki stawowej, z kompleksu stawowo-na-
sadowego [67] lub z chrzastki nasadowej. Ze wzgledéw technicznych przeszczepy
takie zazwyczaj dochodzg do podchrzestnej warstwy kosci i sg w kontakcie ze
szpikiem biorcy. Odtworzenie chrzagstki mozna uzyskaé niezaleznie od uzytego ma-
teriatu, ale jezeli przeszczep zawiera chondrocyty nasadowe, to w cze$ci odtworzonej
chrzastki lezacej w poblizu jamy szpikowej dochodzi do $rédchrzestnego tworzenia
kosci [2,3,27,42,57,58]. Niemniej jednak te same przeszczepy od strony jamy sta-
wowej zawierajg sptaszczone chondrocyty charakterystyczne dla chrzastki stawowej
i w warstwie odpowiadajacej szerokoscig prawidtowej chrzastce stawowej nie do-
chodzi do przerostu chondrocytdw i kostnienia $rédchrzestnego [27,2,42]. Nie wia-
domo, czy w obrebie przeszczepu zachodzi segregacja chondrocytéw pochodzacych
z kompleksu stawowo-nasadowego, czy tez pod wptywem warunkéw panujacych
w obrebie jamy stawowej przerost lezacych w jej poblizu chondrocytow ulega
zahamowaniu.

Ze wzgledu na duze zainteresowanie rekonstrukcja chrzastki stawowej za pomoca
przeszczepianych chondrocytow w ostatnich latach pojawity sie liczne prace, w
ktérych chondrocyty bezposrednio po izolacji albo po okresie hodowli wpro-
wadzano do podtrzymujgcego rusztowania i nastepnie, razem z nim wszczepiano
do ubytku w chrzastce stawowej. Jako szkieletu uzywano alginianu [13], polilaktydu
[22], wibknistego kwasu poliglikolowego (polyglycolic acid) [14], wibkien we-
glowych [4], zelu fibrynowego utworzonego w obrebie polimeru kwasu poligli-
kolowego i kwasu mlekowego [55], dwuwarstwowej matrycy kolagenowej [15]
lub spolimeryzowanego hialuronianu [61]. Doktadniejsze dane na temat bioinzynierii
chrzastki mozna znalez¢ w ostatnio opublikowanym artykule przegladowym [64].
Na og6t chondrocyty w obrebie takich rusztowan dobrze odtwarzajg chrzastke,
ale czesto powstajg trudnosci z umocowaniem jej w ubytku i utworzeniem potaczenia
pomiedzy wszczepem i chrzastkg otaczajacg ubytek.

W celu oceny warto$ci przeszczepu opracowano szereg precyzyjnych kryteriow.
Na przyktad w pracy Solchagi i wsp. [61] zawarta jest 29-punktowa skala, bedaca
modyfikacja 24-punktowej skali 0 'Driscolla i wsp. [52]. W skali ocenia sie m.in.,
jakag cze$¢ pola przekroju przeszczepu stanowi chrzastka szklista, regularno$¢ po-
wierzchni chrzastki, wystepowanie zmian degeneracyjnych, grubos$¢ utworzonej
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chrzastki w odniesieniu do prawidtowej chrzastki stawowej, obecno$é¢ zmian zwy-
rodnieniowych w chrzastce stawowej wokot przeszczepu oraz integracje powierzchni
bocznych i podstawy przeszczepu z otaczajagcymi tkankami. Ocena taka jest oczy-
wiscie mozliwa tylko w przypadku badan doswiadczalnych.

ODTWARZANIE CHRZASTKI STAWOWEJ
ZA POMOCA ALLOGENICZNYCH CHONDROCYTOW
U ZWIERZAT WSOBNYCH

Uzyskanie duzej liczby chondrocytéw autogennych (por. nastepny paragraf) w
celu leczenia ubytkow w chrzastce stawowej jest dosy¢ trudne. Znacznie fatwiej
bytoby uzyskaé¢ chondrocyty allogeniczne. Dlatego tez istotne zagadnienie stanowi
immunologiczna odpowiedz biorcy w stosunku do chondrocytéw allogenicznych
wszczepianych do ubytku w chrzgstce stawowe;j.

Badania cytowane powyzej byly gtéwnie wykonywane z uzyciem zwierzat nie-
wsobnych, przewaznie krélikow lub kur, przy czym autorzy na ogoét nie stwierdzali
immunologicznej odpowiedzi biorcy w stosunku do przeszczepu. Przyczyny tego
braku odpowiedzi sg niejasne [43]. W celu prawidtowej oceny zjawisk immunolo-
gicznych zachodzacych przy przeszczepianiu chondrocytéw do ubytku w chrzastce
stawowej rozpoczeliSmy wykonywanie takich przeszczepéw z uzyciem dwoch szcze-
péw szczuréw wsobnych roéznigcych sie w zakresie gtéwnych antygenéw zgodnosci
tkankowej. Ubytek w powierzchni stawowej obejmujacy chrzastke stawowa, lezaca
ponizej kos¢ i siegajacy do jamy szpikowej wykonywaliSmy za pomoca wiertta
elektrycznego, a chondrocyty wszczepialiSmy po zawieszeniu ich w kwasie hia-
luronowym o wysokiej masie czgsteczkowej [58]. Chrzastka odtworzona przez chon-
drocyty syngeniczne nie wywotywata powstawania naciekéw (ryc. 3a). Natomiast
w poblizu chrzastki utworzonej przez chondrocyty allogeniczne, od strony jamy
szpikowej pojawiat sie naciek ztozony gtéwnie z limfocytow, ktére wnikaty w
gtab macierzy i powodowaty resorpcje chrzastki (ryc. 3b). BadaliSmy rowniez,
za pomocag testu stymulacji splenocytéw, uogdlniong odpowiedZz komérkowg biorcy
na przeszczep. W tesScie tym miesza sie syngeniczne lub allogeniczne splenocyty
z chondrocytami i hoduje sie je w studzienkach ptytek do hodowli przez 96 godzin.
Osiemnascie godzin przed zakonczeniem testu dodaje si¢ [3H]TdR i nastepnie mierzy
$redniag liczbe zliczen na minute (cpm - counts per minute) z trzech powtorzen.
Jako kontrola spontanicznego whudowywania [3H]TdR stuzg studzienki z samymi
chondrocytami lub splenocytami. Indeks stymulacji splenocytéw (IS) oblicza sie
wedtug wzoru:

IS=[splenocyty z chondrocytami (cpm) - chondrocyty (cpm)]/splenocyty (cpm).

Test ten wykazat wyrazng stymulacje wbudowywania [3H]TdR do splenocytow
biorcéw allogenicznych przeszczepow [26].
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RYCINA 3. Chrzastka odtworzona przez chondrocyty w obrebie ubytku w kosci stawowej w 8 tygodni
od zabiegu: a- Przeszczep syngeniczny. Wida¢ dobrze odtworzong powierzchnie stawowsg i brak nacieku,
b-Przeszczep allogeniczny. Na pograniczu chrzastki ijamy szpikowej wida¢ komorki nacieku, natomiast
nie ma ich na powierzchni chrzastki zwréconej do jamy stawowej. Strzatki pokazujg miejsce styku
odtworzonej chrzastki z chrzastka stawowa. W tej ostatniej cze$¢ chondrocytéw jest martwa, zapewne
na skutek uszkodzenia w czasie wykonywania zabiegu (H.E. x 100)

Badajac allogeniczne domie$niowe przeszczepy chondrocytéw u myszy, wy-
kazaliSmy poprzednio, ze zastosowanie krétkotrwatej, silnej immunosupresji (pro-
karbazyna + surowica antytymocytarna) zapobiegato uczuleniu biorcy i pozwalato
chondrocytom odtworzy¢ wystarczajgco duzg ilo$¢ macierzy, aby po zaprzestaniu
podawania lekéw nowoutworzona chrzastka nie byfa odrzucana, czyli aby zacho-
wywata sie jak przeszczep fragmentu chrzastki [36,37]. SprawdzaliSmy réwniez,
czy mozna w ten sposob zapobiec odrzucaniu przeszczepéw allogenicznych chon-
drocytow do miesni i do ubytkéw w chrzastce stawowej szczuréw. Jako $rodki
immunosupresyjne zastosowalismy cyklosporyne A i2-chlorodeoksyadenozyne, pre-
paraty zapobiegajgce odrzucaniu allogenicznych przeszczepdw serca [49] i jelita
cienkiego [51]. Oba leki stosowane #acznie zapobiegty odrzucaniu przeszczepow
domies$niowych i wystgpieniu uog6lnionej reakcji immunologicznej, natomiast od
strony jamy szpikowej przy chrzastce odtworzonej w obrebie chrzastki stawowej
gromadzity sie komorki nacieku i nowoutworzona chrzastka byta resorbowana (ryc.
3h).

Inny sposéb zapobiegania odrzucaniu chrzastki odtworzonej przez allogeniczne
chondrocyty nasuneta nam obserwacja, ze komérki nacieku nigdy nie pojawiajg
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sie na powierzchni chrzastki zwrédconej do jamy stawowej. Sugerowato to, ze uczu-
lenie biorcy zachodzi poprzez kontakt przeszczepu z komdrkami obecnymi w jamie
szpikowej. Poniewaz chrzgstka stawowa jest odzywiana wytgcznie przez ptyn sta-
wowy [25,39,40], wydawato sie, ze odseparowanie przeszczepu od jamy szpikowej
powinno zapobiec uczuleniu biorcy. Dlatego tez najpierw wypetnialisSmy ubytek
w chrzastce stawowej cementem uzywanym do mocowania protez stawowych, a
nastepnie wprowadzalismy chondrocyty dojamy wywierconej w cemencie. Chrzastka
utworzona w obrebie cementu nie powodowata ani tworzenia nacieku, ani reakcji
systemowej (ryc. 4) [46]. By¢ moze stosujac jaka$ wilasciwie dobrang bariere me-
chaniczng mozna bedzie bezpiecznie stosowac przeszczepy allogenicznych chon-
drocytdw do leczenia ubytkéw w chrzastce stawowej u ludzi.

RYCINA 4. Stymulacja splenocytéw przez syngeniczne iallogeniczne chondrocyty w mieszanej hodowli.
Splenocyty byty izolowane z naiwnych zwierzat, biorcdw przeszczepéw syngenicznych chondrocytéw
i biorcdw przeszczepéw allogenicznych chondrocytéw z barierg ochronng lub bez niej. Stymulacje
splenocytéw oceniano przez wbudowywanie [3H]TdR. Srednie wbudowywanie [3H]TdR przez chondro-
cyty isplenocyty miescito sie odpowiednio w zakresie 200-800 i 200-1200 cpm. W kazdej grupie n = 6.
Kazdy stupek przedstawia $rednig +SE. Rdéznice w stymulacji splenocytéw przez syngeniczne i alloge-
niczne chondrocyty w poszczeg6inych grupach byly znamienne statystycznie, zgodnie z testem Wilco-
xona dla par, tylko w przypadku biorcéw allogenicznych przeszczepéw bez bariery ochronnej. Roéznice
w stymulacji splenocytow naiwnych zwierzat i biorcow przeszczep6w oceniano testem Manna- Whit-
ney’a. Stymulacja splenocytow biorcow allogenicznych przeszczepOw z barierg ochronng nie roznita sie
od stymulacji splenocytow zwierzat naiwnych i biorcow przeszczepow syngenicznych (Przedruk z pracy
[46] opublikowanej w Cell Transplantation, za zgodg wydawnictwa)



214 S. MOSKALEWSK1 IIN.

CzZzY CHONDROCYTY ZAWIERAJA
SWOISTY TKANKOWO ANTYGEN?

Na podstawie testow, w ktoérych zaréwno syngeniczne, jak i allogeniczne cton-
drocyty stymulowaty in vitro limfocyty, postulowano réwniez istnienie swoistego
antygenu chondrocytow [16,19,34]. Nie zostat on jednak wyodrebniony i niektcrzy
badacze powatpiewajg nawet w jego istnienie [12].

W stosowanym przez nas tescie syngeniczne chondrocyty pochodzace z naiwnych
zwierzat, wbrew doniesieniom poprzednich badaczy, nie stymulowaty splenocytéw.
Wykazalismy, ze jest to spowodowane obecnoscig w roztworze kolagenazy uzywmej
do trawienia chrzastki inhibitora klostripainy, enzymu silnie uszkadzajacego komcrki.
Syngeniczne chondrocyty izolowane bez dodatku inhibitora stymulowaty splenocity,
podobnie jak to miato miejsce w powyzej cytowanych badaniach. Prawdopodobnie
zatem uszkodzenie chondrocytéw syngenicznych ulatwia ich sfagocytowanie p*zez
splenocyty i uruchamia reakcje stymulacji [53]. ZaobserwowaliSmy rowniez ze
splenocyty biorcéw przeszczepdw syngenicznych chondrocytéw nie sg stymulowane
in vitro ani przez syngeniczne, ani przez allogeniczne chondrocyty. Splenocyty
biorcéw domiesniowych przeszczepédw chondrocytéw allogenicznych sg natoniast
stymulowane zaréwno przez syngeniczne, jak i allogeniczne chondrocyty (ryc. 5*b).
Sugeruje to, ze hipotetyczny antygen swoisty dla chondrocytéw nie ulega eksp-esji
tak silnej, aby pobudzi¢ uktad immunologiczny w czasie krotkiego okresu po prze-
szczepieniu, gdy nie jest zamaskowany przez macierz. Ekspresja ta jest jecnak
dostatecznie silna, aby podczas resorpcji przeszczepu allogenicznego uczuli¢ imnu-
nokompetentne komorki biorcy [53,46]. W celu sprawdzenia tej sugestii przeszcze-
pialiSmy domiesniowo syngeniczne chondrocyty biorcom uczulonym poprzednio
przez chondrocyty allogeniczne. U takich zwierzat chrzastka utworzona przez prze-
szczepione syngeniczne chondrocyty wywotywata powstawanie nacieku i ulegata
resorpcji  1,17].

Opisywane powyzej wyniki niewatpliwie sugerujg, ze chondrocyty wykasujg
ekspresje tkankowo swoistego antygenu. Nalezy jednak pamietac, ze niektore skiad-
niki macierzy, takie jak kolagen typu II, IX i Xl [54,6,63], biatko rdzenia pro-
teoglikanow [10,20,21] lub biatka tgczace [11], réwniez majg witasciwosci
antygenowe. Istnieje zatem mozliwo$é, zejeden lub kilka tych antygendw zwigzaiych
z powierzchnig chondrocytéw odpowiada za stymulacje splenocytéw przez ;yn-
geniczne chondrocyty. Dlatego tez istnienie swoistego tkankowo antygenu cion-
drocytéw bedzie mozna udowodni¢ tylko poprzez jego wyodrebnienie i ustalenie
budowy chemicznej.
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RYCINA 5. Stymulacja splenocytéw przez syngeniczne i allogeniczne chondrocyty w mieszanej
hodowli: a - Przeszczepy domiesniowe, b - przeszczepy dostawowe. Splenocyty byly izolowane ze
zwierzat naiwnych i biorcow syngenicznych lub allogenicznych przeszczepéw chondrocytéw. Stymu-
lacje splenocytéw oceniano przez wbudowywanie [ HjTdR. Srednie wbudowywanie [ H]TdR przez
chondrocyty i splenocyty miescito sie odpowiednio w zakresie 200-1200 i 400-1800 cpm. W kazdej
grupie n = 6. Kazdy stupek przedstawia $rednig +SE. ROznice w stymulacji splenocytow przez
syngeniczne i allogeniczne chondrocyty w poszczeg6lnych grupach nie byty znamienne statystycznie,
zgodnie z testem Wilcoxona dla par, w obu typach przeszczepow. Rdznice w stymulacji splenocytow
naiwnych zwierzat i biorcow przeszczepdw oceniano testem Manna-Whitney’a. Przedruk z pracy [53]
opublikowanej w Cell Transplantation, za zgodg wydawnictwa
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PRZESZCZEPIANIE AUTOGENNYCH CHONDROCYTOW
STAWOWYCH U LUDZI

Ubytki w chrzastce stawowej u ludzi wystepujg czesto po urazach mechanicznych
i mogg prowadzi¢ do osteoarthritis. Dlatego tez po badaniach nad zastosowaniem
autogennych przeszczepéw chondrocytéw u krélikow [4] podjeto odwazng prébe
zastosowania podobnej procedury do leczenia ograniczonych ubytkéw w chrzastce
stawu kolanowego u ludzi. Z gdrnej czesci przysrodkowego klykcia kosci udowej,
czyli okolicy chrzastki mato obcigzanej w czasie ruchu, pobierano za pomocg ar-
troskopu skrawki chrzastki o masie 300-500 mg. Chondrocyty izolowano za pomocg
kolagenazy i DNazy przez 16 godzin ze statym mieszaniem, a nastepnie hodowano
w pozywce zawierajacej 15% autologicznej surowicy. Chondrocyty namnazano przez
okres 14-21 dni uzyskujac 2,5-5x106 komérek. Przeszczepianie wykonywano w
0goInym znieczuleniu. Po otworzeniu stawu wycinano uszkodzong chrzastke, nie
dochodzac jednak do kosci. Ubytek w chrzgstce pokrywano ptatem okostnej pobranej
z kosci udowej, przyszywajac go do chrzastki otaczajacej ubytek i nastepnie wstrzy-
kiwano chondrocyty do wnetrza ubytku.

Ocene powodzenia zabiegu wykonywano na podstawie objawéw klinicznych
(obecnos¢ lub brak bélu, obrzmienie lub zablokowanie stawu) i za pomocg badania
artroskopowego wykonywanego po trzech miesigcach i w okresie pomiedzy 12.
i46. miesigcem po zabiegu. W czasie drugiego badania pobierano biopsyjnie materiat
ze Srodkowej czesci przeszczepu i badano, czy zawiera kolagen typu Il i gliko-
zaminoglikany. W dwa lata po przeszczepie u 14 sposréd 16 chorych operowanych
z powodu uszkodzenia chrzastki w obrebie kiykcia kosci udowej wynik kliniczny
byt dobry lub znakomity. Wyniki u chorych z chondromalacja byty wyraznie gorsze
[5].

W opublikowanym w 2000 roku podsumowaniu wynikéw uzyskanych u 101
chorych w okresie od dwoch do 9 lat po przeszczepieniu chondrocytéw podobnie
stwierdzono, ze najlepsze wyniki uzyskiwano w przypadku izolowanego uszkodzenia
ktykcia koSci udowej (92%), a najgorsze w przypadku uszkodzen rzepki (65%)
[56]. Obecnie leczenie za pomocg autogennych przeszczepéw chondrocytéw pro-
wadzg liczne osrodki kliniczne, czesto przy wspétpracy z firmami komercyjnymi
przeprowadzajacymi izolacje i hodowle chondrocytéw.
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NEW TRANSPLANTOLOGICAL ASPECTS
OF EARLY HUMAN HEMATOPOIETIC CELLS
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Streszczenie: Krwiotworcze komorki macierzyste (KKM) sg w stanie odnowi¢ po przeszczepieniu uktad
krwiotworczy pacjenta. Odnowa poprzedzona jest ich zagniezdzeniem (ang. homing) w mikro$rodowi-
sku krwiotworczym szpiku kostnego. Mechanizmy regulujace zagniezdzenie komorek w szpiku kostnym
sg wiec jednym z zagadnien, na ktérym ogniskujg sie badania hematologéw klinicznych, jak i ekspery-
mentalnych. Identyfikowane sg molekuty adhezyjne, enzymy proteolityczne oraz czynniki chemotakty-
czne bioragce udziat w zagniezdzaniu komérek po przeszczepie. Wiadomo np., ze komorki uzyskane z
mobilizowanej krwi obwodowej ulegajg szybciej wszczepieniu niz komorki izolowane ze szpiku
kostnego. Z badan naszego zespotu wynika, ze istotng role w procesie zagniezdzania wczesnych komérek
hematopoetycznych znajdujacych sie w mobilizowanej krwi obwodowej, w szpiku kostnym moga mie¢
pochodzace z ptytek krwi tzw. mikrofragmenty btonowe, ktére przytaczaja sie do powierzchni komorek
CD34+i zwigkszaja ich przyleganie do $rddblonka naczyn wiosowatych szpiku kostnego.

{Postepy Biologii Komérki 2001; 28 supl. 18: 221-229)

Stowa kluczowe: Komoérki CD34+, przeszczepy krwiotworcze, mikrofragmenty btonowe, phytki krwi.

Summary: Hematopoietic Stem Cells (HSC) are able to reconstitute hematopoiesis after transplantation.
The first step in hematopoietic reconstitution is a homing of early hematopoietic cells to the bone marrow
microenvironment. The mechanisms which regulate homing of hematopoietic stem cells after transplan-
tation involve orchestrated action of several adhesion molecules, proteolytic enzymes and chemotactic
factors. For example, it is well known that early hematopoietic cells isolated from mobilized peripheral
blood engraft faster after transplantation if compared to cells harvested directly from the bone marrow.
We explain this observation by the fact that mobilized peripheral blood-derived early hematopoietic cells
are highly covered with platelet-derived microparticles, which enhance both adhesion and homing of
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transplanted HSC into bone marrow.
(Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18 : 221-229)

Key words: CD34+cells, hematopoietic transplants, microparticles, peripheral blood platelets.

Objasnienia skrotow: CXCR4 - receptor chemokinowy wigzacy SDF-1, HUVEC (ang. human
umbilical vein endothelial cells) - komorki $rédbtonka izolowane z zyt pepowinowych, KKM -
krwiotworcze komdrki macierzyste, PMP (ang. platelet-derived microparticles) - mikrofragmenty
btonowe pochodzenia ptytkowego, SDF-1 (ang. stromal derivedfactor-1) - czynnik wzrostowy pocho-
dzenia stromalnego.

WSTEP

Przyjmuje sig, ze tylko jedna komoérka na 105-2x105 komdérek jednojadrowych
wystepujacych w szpiku kostnym jest krwiotworczg komdérkag macierzystg (KKM),
tzn. komdrka, ktéra moze da¢ poczatek komoérkom ukierunkowanym wszystkich
linii hemato/limfopoetycznych. Powoli poznajemy wiasciwosci biologiczne tej ko-
morki, geny, ktdre regulujg jej samoodnawianie i réznicowanie oraz identyfikujemy
markery powierzchniowe ufatwiajace jej izolacje za pomocg sorteréw komorkowych
lub kolumn magnetycznych [16]. Odkrycie tzw. plastycznosci komdrek macierzys-
tych dostarcza dowodow, ze w pewnych sytuacjach komoérki macierzyste réznych
narzagddw mogg sie odréznicowywac dajac poczatek komorkom innych linii [4].
Tak wiec komdrki macierzyste uktadu krwiotwdrczego mogg np. réznicowac sie
w komarki macierzyste watroby, komérki macierzyste miesni dawac¢ poczatek ko-
madrkom krwiotworczym itp. [4]. Plastyczno$¢ komorek macierzystych otwiera nowe
perspektywy dla ich potencjalnego wykorzystania terapeutycznego.

Z punktu widzenia transplantologii hematologicznej interesujgcym zjawiskiem
sg nadal mechanizmy regulujgce wszczepianie KKM po przeszczepie do szpiku
kostnego. Przetoczone dozylnie podczas przeszczepu krwiotworczego komorki kraza
bowiem w strumieniu krwi, aby nastepnie w spos6b niezwykle precyzyjny i zor-
ganizowany przedosta¢ sie z krazenia do mikrosrodowiska krwiotwoérczego. Po
drodze do mikrosrodowiska szpiku kostnego muszg one pokonac¢ bariere srodbtonka
naczyn wiosowatych szpiku kostnego [1, 8, 13-15]. W mikrosrodowisku szpiku
kostnego zaczng sie dopiero samoodnawia¢ badz réznicowa¢ w komarki ukierun-
kowane réznych linii hematopoetycznych. Komorki ukierunkowane proliferujg z
kolei i tworzg klony dojrzatych komérek, ktére opuszczajg szpik kostny i dostajg
sie do krwi obwodowej.
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ZAGNIEZDZANIE SIE PRZESZCZEPIONYCH
WCZESNYCH KOMOREK HEMATOPOETYCZNYCH
W SZPIKU KOSTNYM

Proces zagniezdzania sie KKM w szpiku kostnym jest precyzyjnie regulowany.
Bierze w nim wazny udziat interakcja molekut adhezyjnych wystepujacych na po-
wierzchni KKM z Ugandami obecnymi na komaérkach srédbtonka naczyn szpikowych
oraz niektére enzymy proteolityczne (np. metaloproteinazy) wydzielane przez KKM
umozliwiajagce tym komorkom pokonanie bariery btony podstawnej naczyn [1, 8,
13-15]. Uwaza sie, ze wazng role w ukierunkowanej migracji KKM do szpiku
maja czynniki chemotaktyczne, z ktérych najwazniejszy jest tzw. czynnik wzrostowy
pochodzacy z podscieliska, czyli tzw. SDF-1 (ang. stromal derivedfactor-1). Nalezy
tutaj nadmieni¢, ze KKM maja na swej powierzchni swoisty receptor chemokinowy
wigzacy SDF-1, jakim jest receptor CXCR4. Tak wigec 0§ CXCR4-SDF-1 petni
wazng role w zagniezdzaniu KKM do szpiku kostnego [13-15]. Potwierdzeniem
tej hipotezy sg obserwacje poczynione u myszy z indukowang za pomocg tzw.
homologicznej rekombinacji delecjg receptora CXCR4 lubjego ligandu - chemokiny
SDF-1. Myszy te ging wewnatrzmacicznie i wykazujg defekt w zasiedlaniu szpiku
kostnego przez komorki hematopoetyczne [12, 17]. Uwaza sie, ze SDF-1, ktéry
wydzielany jest przez fibroblasty szpikowe oraz osteoblasty beleczek kostnych wy-
Scielajacych jamy szpikowe, dziata chemotaktycznie na przeszczepione krgzace w
naczyniach wiosowatych szpiku kostnego wczesne komorki krwiotwdrcze. Komorki
te pod wptywem gradientu SDF-1 migrujg do szpiku. SDF-1 wydzielany przez
mikrosrodowisko szpiku kostnego tgczy sie poza tym z powierzchnig naczyniowg
komérek srodbtonka i moze tym samym bra¢ pewien udziat w przyleganiu CXCR4-
dodatnich KKM do $rédbtonkéw szpikowych. SDF-1 poza dziataniem jako $rdd-
btonkowa ,,molekuta adhezyjna” oraz jako wydzielany przez podscielisko czynnik
chemotaktyczny stymuluje w komérkach CD34+ ekspresje metaloproteinazy-9 [8,
9, 10], waznej w pokonywaniu bariery $rédbtonkowej, a tym samym utatwiajgcej
ukierunkowang migracje tych komorek do szpiku kostnego [11].

Dla lekarza-transplantologa niezwykle wazne jest poznanie i zrozumienie me-
chanizmdw, ktére biorg udzialt w szybkim i efektywnym przyjeciu sie przeszcze-
pianych KKM. Z wynikéw uzyskanych na podstawie préb klinicznych z
wykorzystaniem komérek macierzystych ze szpiku kostnego lub z mobilizowanej
krwi obwodowej, wynika, ze u pacjentéw, u ktérych przeszczepia sie KKM izolowane
z tzw. mobilizowanej krwi, odnowa hematopoetyczna jest znaczaco szybsza [5],
pomimo tego iz KKM szpiku charakteryzujg sie wiekszym potencjatem prolife-
racyjnym i klonogennym. Fakt szybszego wszczepiania sie komérek izolowanych
z tzw. mobilizowanej krwi obwodowej prébowano ttumaczyé tym, ze mobilizowana
krew obwodowa zawiera wiecej zrdéznicowanych juz komdrek progenitorowych,
ktore szybciej zaczynajg proliferowaC po przeszczepieniu [5].
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WCZESNE KOMORKI HEMATOPOETYCZNE
IZOLOWANE Z KRWI OBWODOWEJ SA OPLASZCZONE
MIROFRAGMENTAMI BLONOWYMI POCHODZACYMI
Z AKTYWOWANYCH PLYTEK KRWI

Szukajgc odpowiedzi na pytanie, dlaczego komdrki CD34+ izolowane z mobi-
lizowanej krwi obwodowej w pordéwnaniu z komdérkami izolowanymi ze szpku
kostnego szybciej wszczepiajg sie w szpiku kostnym i powodujg szybszg odnoge
hematopoezy po przeszczepieniu, postanowiliSmy poréwnac ekspresje réznych *e
ceptorow powierzchniowych (gtéwnie molekut adhezyjnych) na tych komorkaeh.
RoOznice w ekspresji tych receptorow mogtyby bowiem potencjalnie ttumaczy¢ réz-
nice w kinetyce wszczepienia komoérek mobilizowanej krwi obwodowej i szpiku
kostnego.

W czasie porownywania fenotypu komaérek CD34+ze szpiku i krwi mobilizowaiej
okazato sig, ze duzo wiekszy procent komérek CD34+ z krwi obwodowej miito
na powierzchni markery megakariocytowo-ptytkowe, jakimi sg antygen CD4 i
CD61. Zgodnie z powyzszym az 83+/-18 komorek CD34+ w mobilizowanej kiwi
obwodowej wykazywato ekspresje antygenu CD41 (integryna allb/(33) na powe-
rzchni [7, 9]. Ekspresja ta na komédrkach izolowanych ze szpiku kostnego b/ta
znacznie nizsza i wynosifa tylko 19+/-4%.

Obecnos$é antygenow piytkowych na izolowanych z krwi obwodowej komorktch
CD34+mogtaby wskazywaé na obecnos¢ ptytek krwi na powierzchni tych komorek.
Za pomocg mikroskopu elektronowego nie udato sie jednak wykazaé obecnoici
ptytek krwi na powierzchni komoérek CD34+.

Chcac jednak wyttumaczy¢ obecno$é antygenu CD41 na powierzchni tych lo-
morek zatozyliSmy, ze za ekspresje te moga byé odpowiedzialne mikrofragmeity
btonowe pochodzenia ptytkowego , tzw. PMP (ang. platelet derived microparticles),
ktore przylegaja do powierzchni komoérek CD34+. PMP powstajg w normalnych
warunkach podczas aktywacji i degranulacji ptytek krwi [2, 3, 6, 7]. Poniewaz
zaréwno podczas zabiegu mobilizacji komérek CD34+ze szpiku do krwi obwodowej,
jak i samej leukoforezy komérek jednojagdrowych mobilizowanej krwi ocbwodovej
dochodzi do aktywacji ptytek krwi, obecnos¢ antygenu CD41 na komdrkach CD34+
moze wynika¢ z przylgczenia PMP krazacych w preparowanej krwi. Mozliwcsé
przytagczania PMP do powierzchni komoérek CD34 udokumentowaliSmy nastepne
doswiadczalnie inkubujgc komérki CD34+ z uzyskanymi z aktywowanych plytek
PMP [9]. Po inkubacji z PMP komérki CD34+wykazywaty wysoka ekspresje CDH.

Pod wzgledem budowy molekularnej PMP sg kulistymi fragmentami btonowymi
przypominajagcymi liposomy. PMP zawierajg na swojej powierzchni szereg recep-
toréw pochodzenia ptytkowego, takichjak: antygen CD41(integryna otlib/(33), CD( 1,
CD62, receptor PAR-1, receptor CXCR4 itp. Jak wspomniano, komorki CD3++
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po inkubacji z PMP wykazywaty zwiekszong ekspresje wszystkich wymienionych
receptoréw. Oznacza to, ze PMP moga przenosi¢ na ich powierzchnie powyzsze
molekuty. Podobnie jak w przypadku ludzkich komérek CD34+ stwierdziliSmy,
ze réwniez mysie wczesne komorki hematopoetyczne majace ekspresje antygenu
Sca-1 optaszczaly sie PMP pochodzacymi z aktywowanych mysich plytek krwi

[9].

KOMORKI OPLASZCZONE PMP WYKAZUJA
ZWIEKSZONE PRZYLEGANIE DO KOMOREK
SRODBLONKA ORAZ DO IMMOBILIZOWANEGO SDF-1

Poniewaz PMP przenoszg na wczesne komarki hematopoetyczne szereg recep-
toréw pochodzenia ptytkowego, ktére mogg zwieksza¢ przyleganie komorek CD34+
do $rodbtonkéw, postanowiliSmy sprawdzi¢, czy komorki te po optaszczeniu PMP
bedq lepiej przylegaty do komorek $rédbtonkowych. W doswiadczeniach tych po-
stuzyliSmy sie komorkami HUVEC izolowanymi z zyt pepowinowych. Jak przed-
stawiono na rycinie 1 - panel A, komérki CD34+ majace na powierzchni PMP
przylegaty znacznie silniej do komoérek srédbtonka izolowanych z zyt pepowinowych
niz komaérki nieoptaszczone. Podobnie, poniewaz PMP przenoszg ptytkowy CXCR4
i tym samym zwiekszajg dodatkowo endogenna ekspresje tego receptora na po-
wierzchni komérek CD34+, komérki optaszczone PMP znacznie lepiej przylegaty
do powierzchni pokrytych SDF-1 (ryc. 1 - panel B).

Zwiekszone przyleganie komérek pokrytych PMP zaréwno do komérek $rod-
btonka, jak i immobilizowanego SDF-1przemawia za tym, ze PMP mogg zwieksza¢
adhezje wczesnych komorek hematopoetycznych do $robtonkéw w szpiku kostnym,
atym samym zwiekszac i przyspieszac ich zagniezdzanie w mikrosrodowisku krwio-
tworczym szpiku kostnego.

WCZESNE KOMORKI HEMATOPOETYCZNE
OPLASZCZONE PMP SZYBCIEJ WSZCZEPIAJA SIE
U LETALNIE NAPROMIENIONYCH MYSZY

W celu potwierdzenia hipotezy, ze PMP moga przyspiesza¢ wszczepienie komarek
po przeszczepie, letalnie napromienionym myszom przeszczepiano komarki szpiku
kostnego pokryte lub niepokryte PMP. Nastepnie w obydwu grupach zwierzat oce-
nialismy odnowe uktadu krwiotworczego [9]. Jak uwidoczniono narycinie 2, myszy,
ktére otrzymaly przeszczepy komdrek szpiku, ktére zostaty pokryte PMP, wyka-
zywaly ~ 2-5 dni szybsza odnowe wartosci hematokrytu, krwinek biatych i krwinek
ptytkowych. U zwierzat, ktérym przeszczepiano komorki szpiku pokryte PMP, stwier-
dzano réwnoczes$nie wczesniejsze tworzenie sie kolonii $ledzionowych [9] oraz
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RYCINA 1 Komérki CD34+optaszczone PMP wykazujg zwigkszone przyleganie do HUVEC iimmo-
bilizowanego SDF-1. Panel A - adhezja komérek CD34+do HUVEC. Panel B - adhezja do immobi-
lizowanego SDF-1. Komorki byty optaszczane lub nieoptaszczone przez PMP (kontrola)
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RYCINA 2. Odnowa hematopoetyczna u myszy napromienionych $miertelng dawka promieniowania
gamma, ktérym przeszczepiano komorki szpiku kostnego optaszczone lub nieoptaszczone przez PMP:
Panel A - warto$ci hematokrytu (%), panel B - liczba leukocytéw, panel C - liczba ptytek krwi

obserwowano zwigkszony chimeryzm poprzeszczepowy (obecnos¢ komérek dawcy
w szpiku kostnym i $ledzionie biorcy) [9]. Uwazamy wiec, ze PMP w istotny
sposob przy$pieszajag odnowe uktadu krwiotwoérczego po przeszczepie. Poniewaz,
jak wykazaliSmy, komoérki CD34+ izolowane z mobilizowanej krwi obwodowej
sq silnie optaszczone PMP, fakt ten moze ttumaczyé szybsze ich wszczepianie
po przeszczepie w poréwnaniu zkomdrkami CD34+izolowanymi ze szpiku kostnego.
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IMPLIKACJE PRAKTYCZNE

Opisany przez nas udziat PMP w regulacji zagniezdzania sie komorek krwio-
tworczych w szpiku moze mie¢ szersze znaczenie biologiczne. Podobny mechanizm
moze bowiem powodowac zagniezdzanie sie w narzgdach limfatycznych limfocytow.
Mozna zatozy¢, ze w ogniskach zapalnych, w ktdrych dochodzi do aktywacji ptytek
krwi, PMP przenosza na powierzchnie limfocytéw szereg molekut adhezyjnych,
ktére mogg nastepnie utatwia¢ zagniezdzanie sie eksponowanych na antygeny lim-
focytéw np. w weztach chtonnych. Moze sie w koncu réwniez okazaé, ze korzystne
bytoby inkubowanie komoérek szpiku kostnego przed przeszczepieniem z PMP tak,
aby zwiekszy¢ i przy$pieszy¢ ich zagniezdzanie do szpiku kostnego. Strategia taka
mogtaby prowadzi¢ do optymalizacji przeszczepéw krwiotwdrczych.
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Summary: Conventional methods of skin wound healing are not sufficiently efficient and there is a need
to construct skin equivalents. The ability of carrying out large-scale cultures from small human tissue
biopsies leads to the practical use of these achievements in medicine. Our experience in this field concerns
the use of cultured autologous keratinocytes for healing of burns and trophic leg ulcers. Keratinocytes
seeded on fibrin glue induced efficiently wound closure and healing.

(Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18 : 231-234 )

Konwencjonalne metody leczenia ubytkéw skory nie zawsze sg mozliwe do
zastosowania inie zawsze dajg satysfakcjonujace rezultaty. Stad zrodzita sie potrzeba
konstruowania substytutéw skoéry hodowanych in vitro i wykorzystywanych w kli-
nikach [1,8,10].

Skora, najwiekszy pod wzgledem zajmowanego obszaru organ ustroju, narazona
jest na wiele urazébw. Rozlegte oparzenia moga obejmowaé kilkadziesigt procent
powierzchni skoéry, a u wielu starszych ludzi wystepujg niegojace sige, przewlekte
rany troficzne. Ludzie, ktérzy ulegajac tragicznym wypadkom tracg duzy procent
powierzchni skory, sg ciezko chorzy z powodu infekcji, utraty elektrolitéw i hyper-
metabolizmu zaleznego do rozlegtosci oparzenia. Gojenie ran to ztozony proces
polegajacy na odpowiedzi organizmu na uszkodzenie tkanki i utrate jej integralnosci.
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Obejmuje on wspotdziatanie uktadu odpornosciowego, tkanki tacznej i systeméw
naczyniowego i nerwowego. Procesy zwigzane z gojeniem ran przebiegaja z udziatem
macierzy miedzykomorkowej bedacej rezerwuarem cytokin i czynnikdéw wzrostu.

Wiele czynnikbw ma wpltyw na proces gojenia ran, ale najistotniejsze jest za-
mknigcie ich zewnetrznej powierzchni. Mozliwos¢ hodowli in vitro komoérek skéry
ludzkiej sprawita, ze w ostatnich latach opracowano metody wytwarzania substytutow
skory ludzkiej. Wykorzystywane sg one do przeszczepdw w przypadku leczenia
rozlegtych ran oparzeniowych, gdy obszar uszkodzonej powierzchni jest zbyt duzy,
aby doszto do spontanicznego zagojenia ran lub zastosowania klasycznego auto-
przeszczepu. Posredniej grubo$ci autoprzeszczepy siatkowe sg jednak wciaz naj-
czesciej stosowang, konwencjonalng metodg gojenia ran.

Era wykorzystania hodowanych in vitro komorek skéry ludzkiej rozpoczeta sie
wraz z opracowaniem metody izolacji i hodowli komdrek naskérka przez Greena
i ich pierwszym wykorzystaniem w 1981 r. przez O’Conner i Gallico [6,7,11].
Dr Carolyn Compton z Bostonu w swoich badaniach histologicznych przeszcze-
pianych, hodowanych keratynocytow wykazata, ze hodowany naskorek ostatecznie
réznicuje w wyniku ,,remodelingu” i staje sie normalnym naskdrkiem z btong pod-
stawng scisle taczaca go ze skorg wiasciwg [3].

Naskédrek jest wielowarstwowym epitelium przezywajagcym dzieki procesom
samoodnawiania sie. Keratynocyty warstwy bazalnej majg aktywnosc¢ proliferacyjna,
regularnie przechodzg podzialy mitotyczne, réznicujg i migrujg w kierunku zew-
netrznych warstw skory, zastepujac terminalnie zréznicowane, zrogowaciate i ztu-
szczajgce sie martwe korneocyty. Naskorek ludzki jest catkowicie odnawiany co
4 tygodnie, a wiec muszg by¢ w nim obecne komérki macierzyste, ktére podczas
podziatbw zachowujg statg liczbe i daja poczatek populacji przejsciowo namna-
zajacych sie komorek. Charakteryzujg sie one wysokim potencjatem proliferacyjnym
tylko przez ograniczony okres, po ktorym ostatecznie rdznicujg [12, 13]. Obie po-
pulacje zlokalizowane sa w warstwie bazalnej i w mieszkach wiosowych. Populacja
przejSciowo namnazajacych sie komorek ma decydujgce znaczenie w procesie gojenia
sie ran, jest zatem oczywiste, ze aby moc wykorzystywaé keratynocyty hodowane
in vitro, nalezy przede wszystkim stworzy¢ $rodowisko hodowlane pozwalajace
utrzymaé¢ w hodowli komorki macierzyste.

Pojedyncze keratynocyty warstwy bazalnej dajg poczatek klonom, co umozliwia
okreslenie ich potencjatu proliferacyjnego. Dzieki zastosowaniu analizy klonalnej
wyizolowano z naskérka ludzkiego trzy typy keratynocytéw, charakteryzujace sie
réznym potencjatem proliferacyjnym: holoklony, meroklony i paraklony [9]. Przy
niezachowaniu witasciwych warunkéw hodowlanych proces starzenia sie keraty-
nocytéw przebiega znacznie szybciej. Zatem w przypadku hodowli keratynocytow
do autologicznego przeszczepiania w celu zamkniecia rany niezmiernie wazne jest
state monitorowanie jakosci hodowli ze szczeg6lnym zwroceniem uwagi na pa-
rametry $wiadczace o obecnosci holoklonéw w hodowli, okresowa analiza klonalna
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pod katem potencjatu klonogennego i proliferacyjnego oraz okreslenie procentu
nierozwinietych kolonii w czasie hodowli.

Hodowla i przeszczepianie autologicznych komdrek naskorka staty sie niezwykle
skuteczng metoda stosowang w gojeniu ran z dobrze rozwinietg tkanka ziarninowa.

DOSWIADCZENIA WEASNE

W Pracowni Inzynierii Komoérkowej i Tkankowej Zaktadu Biologii Komérki
Instytutu Biologii Molekularnej im. Jana Zurzyckiego Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Wojewddzkim Szpitalu Specjalistycznym im. Ludwika Rydygiera prowadzone
sq hodowle keratynocytdéw izolowanych z naskdrka ludzkiego [2, 4]. Komérki te
wykorzystywane sg w leczeniu trudno gojacych sie, troficznych ran podudzi. Hodowle
prowadzi sie w pozywkach bezsurowiczych i utrzymuje sie do 3 pasazu.

Zawiesine autologicznych komérek w kleju fibrynowym (ok. 3 min/ml) wylewa
sie na odpowiednio przygotowang tkanke ziarninowa, naktada ttusty opatrunek anty-
biotykowy. Pierwszej zmiany opatrunku dokonuje sie po pieciu dniach. Obserwuje
sie juz wtedy wysepki nabtonka, ktére w kolejnych etapach gojenia zlewajg sie
tworzac cigglty warstwe naskorka.

W kilka tygodni po zabiegu rany sg catkowicie zamkniete, goja sie bez blizn.

Zawiesine komorek w kleju fibrynowym wykorzystano takze do leczenia oparzen
u dzieci we wspoOtpracy z Instytutem Pediatrii Collegium Medicum UJ. Obser-
wowano znacznie szybszy proces odtwarzania ciggtosci naskérka niz w przypadku
troficznych owrzodzen.

W przypadku ran giebokich stosowanie naskdrka hodowanego in vitro do za-
mykania ran nie dawato zadowalajacych rezultatow. Konsekwencjg tych niepo-
wodzen stato sie skonstruowanie bardziej ztozonych substytutéw skérnych bedacych
potagczeniem hodowanego naskorka i substytutu skéry wiasciwej w celu poprawienia
»~Wgajania sie” naskorka, jego stabilnosci we wczesnych etapach leczenia, fun-
kcjonalnosci iostatecznego efektu kosmetycznego [5]. Ekwiwalenty skdry wiasciwej
to biopolimery sktadajace sie najczesciej z biatek naturalnie wystepujacych w skérze
wiasciwej i zapewniajacej jej wiasnosci, kolageny, glikozaminoglikany, chitosan,
poliuretan, poliglikol, kwas mlekowy i inne [15,16]. Zasiedla sie je fibroblastami.
Biodegradowalne ekwiwalenty skory wiasciwej dziatajg czasowo i sg zastepowane
przez formujacag sie de novo skore wiasciwg (neodermis) [14].

W ostatnich latach ukazaty sie dostepne juz na rynku pierwsze produkty inzynierii
tkankowej stosowane w klinice. W 1997 roku zatwierdzony zostat przez FDA ,, Trans-
cyte”, a w 1998 r. ,Dermagraft”. Petnej grubosci ekwiwalent skéry ,,Apligraf’,
zatwierdzony w 1998 r., to pierwsza sztucznie skonstruowana skora ludzka, swiezy
produkt o okresie trwatosci 5 dni w temperaturze pokojowe;j.

Obecnie w nielicznych pracowniach na $wiecie wprowadza sie do leczenia ek-
wiwalent peinej grubosci skory.
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Streszczenie: Biotechnologia zajmuje sie wykorzystaniem biologicznych uktadéw do produkcji substan-
cji biologicznie czynnych badz modyfikacjami produktéw komérkowych. Obok wielu réznych zastoso-
war jest wykorzystywana przy opracowywaniu sztucznych narzadéw i uktadéw dozowania lekéw, ktére
ponizej opisano, uwzgledniajac materiaty stosowane do tych celéw.

(Postepy Biologii Komérki 2001; 28 supl. 18: 235-244)

Stowa kluczowe: mikroenkapsulacja komérek, enkapsulacja w kapilarach polimerowych.

Summary: In biotechnology, biological systems are used for production of substances biologically active
as well as for construction of modified cell products. In the article are presented some examples of
artificial organs and drug delivery systems as well as materials used in those applications.

(Advances in Cell Biology 2001; 28 suppl. 18 : 235-244)

Key words: microencapsulation of cells, hollow fiber encapsulation.

WSTEP

Biotechnologia zajmuje sie wykorzystaniem biologicznych uktadow do produkcji
substancji czynnych badZz modyfikacjami produktéw komdérkowych. Biotechnologia
znajduje zastosowanie w produkcji substancji biologicznie czynnych (np. hormonoéw,
przeciwciat [6], czynnikdw wzrostu) i dostarczaniu tych substancji do wybranych
miejsc w organizmie biorcy. W jednej z wersji tgczy ona materiat biologiczny

*Praca finansowana cze$ciowo z grantu 501-2-1-03-10/01.
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- zywe komorki lub tkanke - ztworzywem sztucznym, w ktérym materiat biologiczny
zostaje wprowadzony do organizmu chorego.

Materiatem biologicznym uzywanym w biotechnologii mogg by¢ niedzielace
sie komorki ludzkie lub zwierzece, linie modyfikowanych genetycznie komoérek
albo dzielace sie, ,,nieSmiertelne” linie komérkowe wywodzace sie z ludzkich badz
zwierzecych nowotworéw.

Gléwna zasada izolacji komérek od ptynéw ustrojowych lub Srodowiska ho-
dowlanego przez otoczenie membrang z polimeru jest prosta: zywe komorki zostaja
otoczone potprzepuszczalng przegroda, przez ktérg moga dyfundowacé niezbedne
do przezycia czasteczki, a przenikajg do otoczenia bioaktywne wydzieliny komorek.
Zamkniecie komorek wewnatrz péiprzepuszczalnej membrany polimerowej przed
transplantacjg, pozwala na funkcjonowanie komoérek wytgcznie wewnatrz btony
potprzepuszczalnej, umozliwiajagc jednoczes$nie wymiane czasteczek miedzy tkanka
gospodarza a zamknigetymi komérkami. Ksztalt membrany moze by¢ rézny: moga
to by¢ komory dyfuzyjne skfadajgce sie z potgczonych ze sobg membran ptaskich,
kapilary badz mikrokapsuty.

NARZADY BIOSZTUCZNE
W ZASTEPOWANIU FUNKCJI ENDOKRYNNYCH

Narzady biosztuczne sg urzadzeniami medycznymi, w ktérych zywe komorki
lub tkanka otoczone bezposrednio pétprzepuszczalng btong lub wcze$niej zawieszone
w matrycy hydrozelowej i potem otoczone btong, produkujg i dostarczajg czynniki
terapeutyczne do wybranych miejsc ciata gospodarza.

Opracowano technologie wielu gotowych sztucznych implantéw stosowanych
dla dostarczenia miejscowego swoistych czynnikéw neurotroficznych do wybranych
miejsc w obrebie centralnego uktadu nerwowego [34,29,35,15,32]. Rozwijanie tego
kierunku badan moze zatem w przysztosci mie¢ zastosowania kliniczne, szczeg6lnie
tam, gdzie jak dotad podawanie lekow jest ograniczone przez bariere krew-mozg.

Jednym z pierwszych obiektéw zainteresowania byta sztuczna trzustka. Technike
izolowania wysp Langerhansa i ich przeszczepiania zapoczgtkowat Moskalewski
[37]. Juz w latach siedemdziesigtych czyniono préby leczenia krélikéw diabetycznych
przeszczepami wysp Langerhansa zamknietymi wewnatrz syntetycznej membrany.
Lanza i wsp. [25-28] opisywali optaszczanie cielecych oraz $winskich wysp w
membranach kapilarnych z kopolimeru akrylu. Optaszczone wyspy byty wszczepiane
dootrzewnowo diabetycznym szczurom bez stosowania immunosupresji [40.49,54].
Poziom glukozy biorcow spadat po przeszczepie prawie 6-krotnie i utrzymywat
sie na tym poziomie przez okres okoto 1 miesigca [27]. Ten sam autor wraz ze
wspotpracownikami, w dalszych eksperymentach stwierdzit podtrzymywanie funkcji
przez optaszczone wyspy przez ok. 138416 dni [26]. Inni [40] zamykali wyspy
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trzustkowe szczuréw w poliakrylonitrylowych membranach (AN69) i wszczepiali
je diabetycznym szczurom. Wyspy byly uprzednio otaczane agaroza (10000
wysp/ml), a cato$¢ byta wszczepiana dootrzewnowo. U szczuréw, ktérym wszcze-
piono wolne wyspy, otrzymano glikemie ponizej 250 mg/dl podczas 22 dni od
implantacji, podczas gdy u zwierzat z przeszczepem wysp optaszczonych btonami
taki stan utrzymywat sie przez 70 dni. Prace nad ulepszeniem sztucznej trzustki
sg kontynuowane do dzisiaj.

Obecnie prowadzi sie prace nad hybrydowymi implantami zmierzajgce do leczenia
takze innych zaburzen. Stosuje sie implanty hepatocytéw zamkniete membranami
w leczeniu schorzen watroby i niedoboréw enzymoéw [7,16,23,38,46,55], komorki
modyfikowane genetycznie do produkcji 1X czynnika krzepniecia w leczeniu he-
mofilii [31], komérki produkujace czynnik wzrostu w leczeniu kartowatosci [8],
komorki produkujace erytropoetyne w anemii [24], komérki tarczycy w leczeniu
niedoczynnosci tarczycy [10], komorki przytarczyc w leczeniu niedoczynnosci przy-
tarczyc [14,18,19,20], komdrki produkujace neurotransmitery w leczeniu chorob:
Parkinsona [2,13,17,47,50,51], epilepsji i choroby Huntingtona [49] oraz komérki
adrenalinotwércze w usmierzaniu chronicznego bélu.

Czynnik wzrostu nerwéw (NGF) jest produkowany przez fibroblasty genetycznie
modyfikowane. Fibroblasty zamkniete w kapilarach z polimeru wydzielaty w hodowli
NGF do $rodowiska [21]. Doroste szczury, ktérym chirurgicznie usunieto jedno-
stronnie czes¢ forniks, a potem wszczepiono dokomorowo modyfikowane fibroblasty
w kapilarach, produkowaty miejscowo NGF w wystarczajacej ilosci, aby zapobiec
zmniejszeniu produkcji acetylotransferazy cholinowej spowodowanemu zabiegiem
chirurgicznym. Enkapsulowane komorki przezywaly co najmniej 2 tygodnie, a zwie-
rzeta nie wykazywaly zaburzen spowodowanemu zabiegiem. Autorzy sadza, ze
podobne modyfikowane genetycznie komdrki zamkniete w kapilarach polimerowych
bedag mogly by¢ stosowane w celu miejscowego dostarczenia czynnikoéw neuro-
tropowych w chorobach neurodegeneracyjnych (Alzheimer).

Yang i wsp. [55] opisali enkapsulacje hepatocytéw izolowanych z watroby szczu-
row w kapilarach z regenerowanej celulozy. Na modelach zwierzecych, Sagen i
wsp. [41,42] przeprowadzili badania nad leczeniem chronicznego bélu u gryzoni.
Zastosowali oni adrenalinotworcze komorki krolikéw uwalnianiajgce katecholaminy
i metenkafaliny do ptynu rdzeniowo-mdzgowego. Komorki byly optaszczane w
kapilarach z chlorku winylu poliakrylonitrylowego i zachowywaty w ciggu trzech
miesiecy od implantacji swa farmakologiczng funkcje.

Acebisher i wsp. [3-5] zastosowali komorki adrenalinotwdrcze cielat, optaszczone
w mikrokapsutach poli-(L)-lizynowych albo w kapilarach lub mikrokapsutach z
poliakrylonitrylu chlorku winylu do leczenia choroby Parkinsona u szczuréw. W
tym samym celu Date i wsp. [13] umieszczali szczurze komérki PC12, produkujace
dopamine, w mikrokapsutach z mieszaniny agarozy i kwasu polistyrenowosulfono-
wego i wszczepiali je w striatum mdzgu Swinkom morskim na 1 miesigc bez immu-
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nosupresji. Podobnie Christianson i wsp. [11] oraz Tresco i wsp. [47,48] prze-
prowadzili z sukcesem na modelu kréliczym leczenie choroby Parkinsona przez
implantacje kapsutek zawierajgcych komdrki PC-12.

Poréwnywano przydatno$¢ dwu sposobdéw otaczania komoérek wszczepianych:
kolagenem albo zamknieciem w kapilarach z polietyleno-tereftalatu (PET) pokrytych
kolagenem [30]. Oddzielone komérki byly mioblastami C2C12 zmienionymi ge-
netycznie, produkujacymi czynnik neurotropowy (ciliary neurotropic factor -
CNTF). Komérki w kapilarach dobrze przezywalty ipo 4 tygodniach byto ich 9-krotnie
wiecej niz po otoczeniu samym kolagenem oraz wydzielaty 4-krotnie wiecej CNTF.

W doswiadczeniach in vitro oraz in vivo, ktérych celem jest zbadanie wzajemnego
wplywu réznych grup komérek wykorzystuje sie rekonstytuowang substancje mie-
dzykomorkowa, tzw. matrigel. W skiad matrigelu wchodzi kolagen i inne sktadniki
bton podstawnych. Grupa komorek otoczona matrigelem wszczepiona zwierzeciu
badZz umieszczona w hodowli moze wptywaé swoimi produktami dyfundujacymi
przez matrigel na otoczenie. W ten spos6b wykryto, ze tkankowe inhibitory meta-
loproteinaz (TIMP) hamujg inwazje trofoblastu w macicy oraz inwazje i przerzuty
nowotworéw. Komorki linii ludzkiego trofoblastu HTR-8/SV oraz komorki raka
sutka MDA-MB-231 zmieniajg wydzielanie TIMP zaleznie od dostepnosci tlenu,
co wiaze sie z ich zdolnosciag naciekania matrigelu [9]. Sugerowano, ze test ten
dobrze opisuje wiasciwosci inwazyjne badanych komorek.

Komérki raka sutka, bezposrednio pobrane od chorych, tworza kolonie w matrigelu
[52]. Kolonie, w ktérych komérki maja ekspresje keratyny-19, okazuja sie mniej
agresywne jako nowotwory u chorych niz te z ekspresjg vimentyny. Takie badanie
moze mieé znaczenie prognostyczne dla pacjentek. Komorki przewlektej biataczki
szpikowej (CML) cztowieka majace najczesciej ekspresje genu bcr-abl, otoczone
matrigelem i implantowane zwierzeciu stymulujg angiogeneze [33]. Przypuszcza
sig, ze takie oddziatywanie komérek biataczkowych na komdérki $rédbtonka moze
wptywac na rozsiewanie si¢ komorek biataczki w organizmie. Opisano réwniez,
ze komorki $rddbtonka, zamkniete w matrigelu bogatym w lamininy, réznicuja
sie w struktury podobne do naczyn kapilarnych. Zbadano okoto 20 angiogennych
domen w lamininie-1 (al(3lyl) i stwierdzono, ze syntetyczny peptyd C16 najsilniej
blokuje adhezje komoérek s$rddbtonka zalezng od tej lamininy [39]. Blokowanie
to zalezy od wigzania peptydu C16 z powierzchniowymi receptorami komérek
Srodbtonka, ktdrymi sg integryny. Wyrazono przypuszczenie, ze pewna forma pep-
tydu C 16 mogtaby stuzy¢jako lek hamujacy angiogeneze, co mogtoby mie¢ znaczenie
w leczeniu guzéw nowotworowych.

UKELAD DOZOWANIA LEKOW

Zamkniete w membranach i implantowane zwierzetom komorki mogg stanowi¢
uktad do badania aktywnosci czynnikéw antynowotworowych lub antywirusowych.
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Linie komorkowe wywodzace sie z nowotwordw prostaty, nerek, ptuc, centralnego
uktadu nerwowego lub melanoma zamykano w kapilarach z fluorku poliwinilidenu,
0 punkcie odciecia 500 kDa [22]. Punktem odciecia hazywamy maksymalng mase
czasteczek, ktére moga jeszcze przenikaé przez blone, w tym przypadku sg to
czgsteczki o masie 500 kDa oraz mniejszej. Optaszczone komorki byty wszczepiane
dootrzewnowo myszom, w celu zbadania wptywu réznych lekéw przeciwnowotwo-
rowych na zywotno$¢ tych komorek in vivo. Leki byty podawane zwierzeciu réznymi
drogami, a dawka leku musiata by¢ tolerowana przez organizm. Taki sposéb badania
wptywu leku umozliwia uzycie nielicznych zwierzat oraz bardzo matych ilosci
badanej substancji dla okreSlenia wptywu nowego leku. Xu i inni [53] zamykali
w podobnych kapilarach ($r. wew. 1 mm, punkt odciecia 500 kDa) komérki linii
CEM-SS zainfekowane szczepem wirusa HIV-1 i wszczepiali je podskdrnie lub
dootrzewnowo myszom. Zwierzetom podawano nastepnie leki w celu zbadania
ich wptywu na zainfekowane wirusem komorki. Stwierdzono, ze nowy lek, calanolid
A, wykazuje znaczna antywirusowa aktywnos¢. Replikacja wirusa zostata powstrzy-
mana podobnie w przypadku wszczepu zaréwno podskérnego, jak idootrzewnowego.
Lek dziatat wiec podobnie na zakazone komérki w réznych miejscach organizmu.
Taki sposob badania wptywu lekéw in vivo na okreslone komorki moze zastgpic
podobne badania prowadzone ma myszach szczepu SCID bgdZz myszach nagich,
ktérych utrzymanie jest trudne.

MOZLIWOSCI ZASTOSOWANIA KLINICZNEGO NARZADOW
| KOMOREK OTOCZONYCH SZTUCZNYMI BLONAMI

Jak juz wspomniano, sztuczna trzustka byta pierwszym obiektem zainteresowania
ljej stosowanie stato sie obecnie rutynowe w modelu zwierzecym. Rozpoczeto
badania kliniczne, w ktérych mate dawki wysp byty implantowane na kroétkie okresy
chorym na cukrzyce typu | [44]. Pomyslne wykorzystanie hybrydowej sztucznej
trzustki do leczenia cukrzycy u ludzi, przy uzyciu wysp nie pochodzacych od czto-
wieka, stanowi obecnie jeden z wazniejszych problemdw inzynierii biomedycznej.
Na ogét, leczenie pozostatych chordb nie wyszto jeszcze poza model zwierzecy.
Sa jedynie wstepne proby leczenia choroby Parkinsona lub zmniejszania chroni-
cznego bolu oraz leczenia niedoczynnosci przytarczyc.

Scharp i wsp. [44] dokonali allotransplantacji ludzkich wysp trzustkowych, op-
taszczonych w membranach kapilarnych z kopolimeru akrylu o $r. wewn. 0,8 mm,
grubosci Scianki 0,1 mm, punkcie odciecia 65 kDa. Pacjentom wszczepiono pod-
skornie 150-200 wysp (liczbe niedostateczng do utrzymania normoglikemii) w
trzech kapilarach o dtugosci 1,5 cm kazda na okres 2 tygodni. Po eksplantacji
kapilar stwierdzono, ze komorki optaszczonych wysp przezyty w 90% oraz pro-
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dukowalty insuline w odpowiedzi na zmienny poziom glukozy w przeprowadzonym
po eksplantacji eksperymencie in vitro.

W celu ztagodzenia bélu, wszczepiano pacjentom, nadnerczowe komorki adre-
nalinotworcze pobrane od 2-tygodniowych cielgt [1]. Komoérki byly zawieszane
w matrycy alginianowej i optaszczane w kapilarach z modyfikowanego akrylu o
punkcie odciecia 50 kDa. Leczeni byli pacjenci w ostatnim stadium choroby no-
wotworowej odczuwajacy bél niemozliwy do usuniecia przy uzyciu terapii nar-
kotykowej. Kapilary wszczepiono 3 pacjentom (po jednej kapilarze) na okres 43,
55 142 dni, poprzez cewnik do obszaru pajeczynowki ledzwiowej przy miejscowym
znieczuleniu. Kazda kapilara byta zaopatrzona w chwytak umiejscowiony w tkance
podskdrnej, majacy na celu utatwienie jej wyjecia. U 2 pacjentéw zapotrzebowanie
na narkotyki i srodki przeciwbdlowe gwattownie spadto. Zamkniete w kapilarach
komorki dobrze przezywaly.

URZADZENIA | MATERIALY DO IZOLACJI KOMOREK

Forma kapilar jest bardziej atrakcyjna niz mikrokapsuty przy zastosowaniu w
przeszczepach. Kapilary produkuje sie z dala od materiatu biologicznego, mozna
je doktadnie odptukac od rozpuszczalnikéw organicznych, pokryé ich powierzchnie
dodatkowymi warstwami materiatu biologicznie zgodnego. Mikrokapsuty sg ku-
listymi tworami z zamknietymi w nich komdrkami. Przygotowywanie mikrokapsut
odbywa sie jednocze$nie z optaszczaniem w nich komorek, a zatem bardzo istotny
jest dobor nietoksycznego dla komorek rozpuszczalnika [36]. Kapilary podobnie
jak mikrokapsuty zapewniajg duzg powierzchnie efektywna, utatwiajacg dostarczanie
sktadnikow odzywczych niezbednych do zycia optaszczonych komorek, a takze
usuwanie produktow metabolizmu komorkowego. Cechy strukturalne kapilar za-
pewniajg rowniez mozliwos¢ wzrostu optaszczonych komdrek w trzech wymiarach,
co w niektorych zastosowaniach zwieksza stabilno$¢ hodowli i pozwala na ich
dtugotrwaty wzrost. Doborem odpowiedniej wielko$ci poréw Sciany kapilar mozna
wptywac na transport dyfuzyjny réznych czastek poprzez Sciane kapilary. Kapilary
zapewniajg tez lepszg powtarzalno$¢ struktury, gtadko$¢ powierzchni i wytrzymatos$é
zmeczeniowg niz mikrokapsuty. Ponadto nie stwarzajg probleméw z usuwaniem
materialu membrany z organizmu biorcy. Kapilary sg fatwo usuwalne z miejsca
wszczepu, podczas gdy mikrokapsuty rozsypuja sie w rozne okolice, czesto z dala
od miejsca przeszczepu.

Materiatem, uzywanym jako btona oddzielajgca zywe komorki od organizmu
biorcy, jest w przypadku mikrokapsut gtéwnie polilizyna. Czasem komorki nie
sq bezposrednio umieszczane wewnatrz membrany, tylko zawieszane w matrycy,
w celu uniknigcia zlepiania sie komdrek i zapewnienia im lepszego dostepu substancji
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odzywczych. Matryce do zawieszania komdrek wykonane sg z alginianu, chitosanu
albo matrigelu.

Stosowane do izolacji komoérek membrany ptaskie oraz membrany kapilarne
wykonywane sg z kopolimeru akrylu, np. chlorku poliakrylonitrylowinylu, fluorku
poliwinylowego, polisulfonu, regenerowanej celulozy. Punkty odciecia membran
zawieraja sie w granicach 12-500 kDa. Waznymi kryteriami przydatno$ci membran
w izolacji komdrek wydajg sie by¢ ich biostabilno$¢ oraz mozliwo$¢ analizy hi-
stologicznej otaczajgcej je tkanki.

Bardzo istotne jest oddziatywanie otoczenia fizjologicznego na membrane oraz
membrany na otoczenie [45]. Membrana musi by¢ odporna na dziatanie ptynow
fizjologicznych, stanowiac jednoczesnie immunologiczng bariere. Wiele membran
do zastosowan biomedycznych bylo badanych wedlug wymienionych kryteridw.
Przyktadowo stwierdzono, ze membrany mikrofiltracyjne z polisulfonu o wielkosci
poréw 0,2 lub 0,65 pm oraz z 2,5-octanu celulozy uzywane do mikrodializy (odciecie
68 kDa) nie nadajg sie na wszczepy [12]. Z kolei membrany polisulfonowe Millipore
Amicon (odciecie 10 kDa), membrany z estréw celulozy oraz regenerowanej ce-
lulozy zachowujg integralno$¢ przez 12 tygodni od czasu implantacji oraz na pod-
stawie analizy histologicznej wykazujg przydatno$¢ do wszczepéw. Podobnie
zachowujg sie membrany z poliakrylonitrylo chlorku winylu, ktére wykazujg fizyczna
i chemiczng stabilno$¢ charakteryzowang pomiarem wytrzymatos$ci na rozciaganie
oraz niezmieniong masg czasteczkowa przed implantacjg i po eksplantaciji.

Podsumowujac, wykorzystanie sztucznie otrzymanych bton do oddzielenia ko-
morek moze by¢ uzyte w badaniach in vitro, jak tez in vivo do wszczepiania do
organizmu zwierzecia i cztowieka. Sporo jest doSwiadczern wykonanych na zwie-
rzetach, co zacheca lekarzy do czynienia prob wykorzystania takich uktadéw w
leczeniu chorych.
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