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ZNACZENIE JAJOWODOW W ROZRODZIE
THE ROLE OF OVIDUCT IN A REPRODUCTION

Andrzej STARCZEWSKI, Rafat KURZAWA, Iwona SZYDLOWSKA

Klinika Rozrodczosci i Ginekologii
Pomorska Akademia Medyczna w Szczecinie

Streszczenie: Jajowdd jest Srodowiskiem, w ktérym nastepuje kapacytacja plemnikow, zaptodnienie,
rozwdj i transport zarodka. Jego $ciane budujg: btona surowicza, miesnie gtadkie i btona Sluzowa,
pokryta nabtonkiem cylindrycznym. Wyr6zniono w nim trzy typy komaérek. Ich odsetek zmienia sie w
réznych czesciach jajowodu. Pierwszy to komaérki migawkowe, ktére warunkujg miedzy innymi prze-
noszenie gamet i zarodka w $wietle jajowodu. Drugi typ to komérki wydzielnicze, produkujace i wy-
dzielajgce specyficzne glikoproteiny. Trzecim sg komarki przypodstawne. Btona $luzowa podlega cy-
klicznym przemianom, zwigzanym ze zmiang stezenia steroidowych hormonéw ptciowych w przebie-
gu cyklu miesiecznego. W jej morfologii zidentyfikowano 8 faz: 1) preciliogenna, 2) ciliogenna, 3)
urzesienia z przewaga komérek urzesiajacych sie nad urzesionymi, 4) urzesienia z przewaga komorek
urzesionych nad urzesiajacymi sie, 5) komorek urzesionych z aktywnos$cig wydzielnicza komérek se-
krecyjnych, 6) wczesnej regresji, 7) poznej regresji, 8) catkowitej regresji. Waznym dla prawidtowej
czynnosci jajowodu w procesie rozrodu jest tez ptyn jajowodowy, sktadajacy sie z wydzieliny komérek
nabtonka jajowodu, ptynu otrzewnowego i przesgczu naczyn krwionosnych. Jego sktad i ilos¢ zalezg
od ilosci hormonow piciowych. Btona $luzowa i mieSniowa odgrywajg wazna role w transporcie ko-
morki jajowej i zarodka. Poza urzesieniem komdrek migawkowych duze znaczenie majg skurcze mie-
$ni gtadkich jajowodu, ktére zalezne sg od pobudzenia receptoréw a i (3 ich liczba natomiast od stezenia
estrogendw i progesteronu. Znajomos$¢ roli jajowodu w procesie rozrodu, a takze jego prawidiowej
budowy anatomicznej, jest wazne w ocenie znaczenia stwierdzanych zmian morfologicznych przed
planowanym leczeniem nieptodnosci pochodzeniajajowodowego.

Stowa kluczowe: jajowdd, rozrod.

Summary: Oviduct constitutes environment for sperm capacitation, fertilization, preimplantation em-
bryo development, gamete and embryo transport. Its wall is built by serous membrane, smooth muscles
and mucosa, covered with pseudostratified epithelium, with ciliated, secretory and basal cells. Cilia-
ted cells enhance gamete and embryo transfer in the oviduct. Secretory cells produce and release
specific glycoproteins. Basal cells continuously renew the population of epithelial cells. The mucous
membrane is subject to cyclic transformations secondary to changes in hormonal profiles during men-
strual cycle. Eight morphological phases were identified: 1) preciliogenic, 2) ciliogenic, 3) phase of
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ciliation with majority of ciliating cells over ciliated, 4) phase of ciliation with majority of ciliated cells
over ciliating, 5) phase of ciliated cells with secretory cells activity, 6) phase of early regression, 7) late
regression, 8). complete regression. Important role in reproduction plays also oviductal fluid consisting
of epithelial cells discharge, peritoneal fluid and blood vessels filtrate. Its composition and quantity is sex
hormone dependent. Mucosa and muscles play role in transportation of gametes and embryo. The
transport depends on ciliated cells and smooth muscle contractions secondary to stimulation ofalpha and
beta receptors. The quantity of the receptors depends on oestrogen and progesterone levels.

Key words: oviduct, reproduction.

Jajowddjest czesciguktadu rozrodczego kobiety. Tworzy $srodowisko dla kapacytacji
plemnikdéw, zaptodnienia, rozwoju itransportu zarodka. Dzigki nowoczesnym technikom
histologicznym, histochemicznym i badaniach w mikroskopie elektronowym trans-
misyjnym i skaningowym, a takze rozwojowi biochemii i hodowli tkankowej coraz
wiecej wiemy na temat anatomii i czynnos$ci tego narzadu [14, 20,42].

W sktad Sciany jajowodu wchodza: btona surowicza, miesnie gtadkie oraz btona
$luzowa. Na catej dtugosci jajowodu btona Sluzowa tworzy fatldy. W cies$ni sg one
nierozgatezione, natomiast w bance budujg uwypuklenia drugo- i trzeciorzedowe.
Dystalna cze$é jajowodu zakonczona jest strzepkami, ktére sg przedtuzeniem fatdéw
[17, 19].

KOMORKI NABLONKA JAJOWODU

Bione $luzowg pokrywa nabtonek cylindryczny. Jest on najnizszy we wczesnej
fazie pecherzykowej, natomiast najwyzszy w fazie okotoowulacyjnej [9,32]. Nowak i
Everettjuz w 1928 roku [33] wykazali, ze po miesigczce komarki nabtonka podwyzszajg
sie. Najwyzsze sg w $rodku cyklu, a nastepnie zmniejszajg sie o0siggajac najnizszg
wysokos$¢ w czasie miesigczki. Niskie sg rowniez w potogu [10]. Podobne wyniki
uzyskali Verhage i wsp. [43]. Potwierdzili oni te badania pomiarami
cytomorfometrycznymi. Wykazali, ze opisane zmiany dotyczg zarowno strzepek, jak i
banki. Atrofia zwigzana byta z podwyzszeniem poziomu progesteronu, a hypertrofia z
niskim poziomem progesteronu i umiarkowanym estradiolu.

W nabtonku mozna wyr6zni¢ komérki migawkowe i wydzielnicze oraz przy-
podstawne [9, 17, 19]. Stwierdzono wzrost odsetka komérek migawkowych wzdtuz
jajowodu od ciesni do strzepkow, natomiast najwiecej komdrek wydzielniczych znajduje
sie w cie$ni. We wczesnej fazie pecherzykowej i p6znej ciatka zéttego trudno odréznié
te dwa typy komorek. Urzesienie komorek migawkowych zalezy od stezenia estrogenow
i progesteronu w surowicy krwi. Odor i wsp. [34] na podstawie badan ultra-
strukturalnych wykazali, ze komdrki migawkowe moga wystepowaé w czterech
postaciach: jako urzesiajace sie, urzesione, odrzesiajace sie i odrzesione. Pod koniec
fazy lutealnej wystepuje proces odrzesiania sie komaérek. Jest on najsilniej wyrazony
w strzepkach. Ponowne urzesienie ma miejsce we wczesnej fazie folikulamej [34].
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Urzesienie komorek migawkowych zalezy od stezenia estrogenéw i progesteronu w
surowicy krwi. Szczeg6lngrole w ich odrzesieniu ma ten ostatni. Estrogeny zwiekszajg
bowiem liczbe migawek, lecz tylko wtedy, gdy stezenie progesteronujest bardzo niskie.
Podwyzszeniejego stezenia hamuje ciliogeneze, aw komérkach urzesionych powoduje
utrate rzesek mimo wysokiego stezenia estrogenow. Proces taki zachodzi miedzy innymi
w cigzy lub podczas leczenia progestagenami [32]. Zmiany te sgjeszcze bardziej nasilone
w potogu [10] i po menopauzie. W tym przypadku ich przyczyngjest niskie stezenie
estrogendéw. Po okresie potogu estradiol indukuje ponowne urzesienie komdrek
migawkowych, podobnie jak estrogeny podawane po menopauzie. Obserwacje te
potwierdzajg badania z zastosowaniem hodowli in vitro komérek nabtonkajajowodu.
Rzeski komorek migawkowych majg typowa dlarzesek ultrastrukture. W ich sktad
wchodzg: para centralnych i dziewie¢ par obwodowych mikrotubuli [4]. Budowa ta
warunkuje ich prawidtowy ruch, niezbedny do przenoszenia gamet i zarodka w Swietle
jajowodu. Nieprawidtowosci w tej strukturze w postaci braku centralnych mikrotubuli,
dodatkowych mikrotubuli obwodowych i przemieszczenie ich blizej $rodka oraz
nieprawidtowo skonfigurowanych ciatek podstawowych rzesek, czyli zespét Kar-
tegenera [36] moze zaburza¢ lub uniemozliwia¢ transport w Swietle jajowodu i by¢
przyczynanieptodnosci [16]. W ostatnich latach dzieki wykorzystaniu do badan hodowli
tkankowej stwierdzono istnienie dwéch populacji komérek rzeskowych. Jedna zawiera
ziarnistoSci wydzielnicze i krople lipidéw, druga ich nie ma. 1lo$¢ ziarnistosci jest
najwieksza w czasie jajeczkowania i we wczesnej fazie ciatka zottego [14,46]. Komorki
te produkujg i wydzielajg miedzy innymi: czynnik hamujacy biataczke (LIF),
fibroblastyczny czynnik wzrostu (bFGF) oraz interleukiny 6 i 8 (IL 6 i IL 8) [4].
Struktura komaérek sekrecyjnych w trakcie cyklu miesigczkowego zmienia sie
podobnie jak komdrek migawkowych. We wczesnej fazie pecherzykowej maja one
niskie mikrokosmki, zawierajg mato glikogenu, a szorstka siateczka $srédplazmatyczna
i aparat Golgiego sg stabo rozwiniete. Ziarnistosci widoczne sg gtéwnie u ich postawy.
Pod wptywem estradiolu dochodzi do zmian w ultrastrukturze siateczki $rod-
plazmatycznej oraz aparatu Golgiego ispostrzega sie tworzenie i rozwoj ziarnistosci.
W po6zZnej fazie pecherzykowej iw czasie jajeczkowania w $wietle komorek wystepuje
glikogen, krople ttuszczu i liczne ziarnisto$ci wydzielnicze o r6znym wymiarze i gestosci.
Sgone PAS-dodatnie i oporne na dziatanie diastazy. Pojawiaja sie takze duze ziarnistosci
lamellame sktadajgce sie z lamelli w cze$ci korowej i bezpostaciowego rdzenia. W
fazie okotoowulacyjnej stwierdza sie najwieksza aktywnos$¢ sekrecyjna nabtonka.
Wystepuje wydzielanie apokrynowe idroggegzocytozy [9,47]. W p0OzZnej fazie ciatka
z6ttego komorki wydzielnicze ponownie majg niskie mikrokosmki i zawierajg niewiele
ziaren wydzielniczych, lipidéw i glikogenu [14, 28]. Stwierdzono r6znice w ultra-
strukturze tych komorek w strzepkach, bance i ciesni. Roznice te dotycza ksztattu i
wysokosci mikrokosmkdw oraz struktury i cyklicznych zmian ziarnistosci w przebiegu
cyklu [7]. W strzepkach komdrki wydzielnicze zawierajg mate ziarnistosci sekrecyjne
oumiarkowanej gestosci elektronowej iwiele duzych ziaren przypominajgcych krople
lipidéw. W komérkach banki mate ziarnistosci z umiarkowang gestoscia elektronowg
stwierdza sie w szczytowej czesci cytoplazmy komdrek. W ciesni komorki wydzielnicze
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zawierajg duze ziarnistosci sekrecyjne o umiarkowanej gestosci elektronowej, a czesto
réwniez ziarnistosci geste elektronowo oraz pierwotne i wtdrne ciatka lizosomalne. W
cie$ni tez stwierdzono najdtuzsze mikrokosmki w tych komdrkach. Badania
immunohistochemiczne z zastosowaniem monoklonalnych przeciwciat wykazaty, ze
komorki wydzielnicze regionalnie produkuja i wydzielajg specyficzne glikoproteiny [1].

W nabtonku jajowodu przy btonie podstawnej wystepuje takze trzeci typ komarek,
ktorych morfologia irola nie jest do korica wyjasniona.

FAZY MORFOLOGII NABLONKA JAJOWODU

W btonie $luzowej jajowodu ma miejsce aktywno$é mitotyczna i Smier¢ komorek,
czego dowodem sg cechy ich apoptozy w postaci wewnatrzkomorkowych ciat
apoptycznych i obecno$¢ makrofagéw (wewnatrz nabtonka i pod nim) wypetnionych
jadrami i innymi fragmentami komoérek. Najwieksza aktywno$é mitotyczna wystepuje
podczas fazy folikulamej, kiedy stezenie progesteronu jest niskie, natomiast wzrost
jego stezenia w fazie lutealnej prowadzi do zahamowania aktywnoS$ci mitotycznej oraz
pojawienia sie apoptozy i inwazji makrofagéw w nabtonkujajowodu [9]. Jak wspomniano
wczesniej, nabtonek jajowodu podlega cyklicznym zmianom w cyklu miesigczkowym.
Zidentyfikowano 8 specyficznych faz w morfologii nabtonka bariki i strzepkéwjajowodu
[9]. Fazy te zostaly opisane w nastepujacy sposéb:

I.  Fazapreciliogenna - jadra komorek nabtonkowych powiekszajg sig, kontury ko-
madrek wygtadzaja sie, powieksza sie cata komoérka, pojawia sie aktywno$¢ mito-
tyczna.

Il. Faza cilliogenna - nasilenie aktywnos$ci mitotycznej, jadra sg okragte i wyrazne,
komérki nabtonka dzielg sie na jasne i ciemne, widoczne sg ciatka podstawne
rzesek w szczytowej czesci cytoplazmy komorek jasnych.

I1l. Faza urzesienia z przewaga komdrek urzesiajgcych sie nad urzesionymi - stwier-
dza sie wszystkie cechy fazy ciliogennej, ale wiele komérek rzeskowych nie ma
rzesek, natomiast ciemne komorki sekrecyjne nie wystajg nad powierzchnie na-
btonka. Dominujg komérki urzesiajace sie nad urzesionymi.

IV. Faza urzesienia z przewagg komorek urzesionych nad urzesiajgcymi sie - wiek-
szo$¢ komarek jest urzesiona, ale wiele jeszcze jest w stadium urzesiania sie. Ak-
tywnos$é mitotyczna nie jestjeszcze przerwana. Komaérki wydzielnicze zaczynaja
wystawac¢ nad poziom nabtonka i w szczytowej czeSci zawierajg ziarnistosci i
glikogen. Przewazajg komarki urzesione.

V. Faza komdrek urzesionych z aktywnoscigwydzielniczgkomdrek sekrecyjnych -
wiekszo$¢ komorek nabtonkowych jest urzesiona, komérki urzesiajagce wystepuja
niezwykle rzadko. Komorki wydzielnicze sg w petni rozwiniete. W szczytowych
czesciach cytoplazmy wystajagcych ponad powierzchnie nabtonka zawierajg gli-
kogen iziarnistosci. Kontury jader obu typow komorek sa mniej wyraziste.
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V1. Faza wczesnej regresji - obecne sg komorki apoptotyczne rozrzucone w nabton-
ku, stwierdza sie makrofagi, ktdre fagocytujg martwe komaérki.

V1l.Faza p6znej regresji - nabtonek jest atroficzny, aktywnos$¢ sekrecyjna zmniejsza
sie, nastepuje utrata rzesek. Obecne sg martwe komoérki i makrofagi. Jadra komo-
rek sg ,wysuszone”.

VIll.Faza catkowitej regresji - nabtonek jest bardzo niski, pozbawiony rzesek, jadra
komdrek sa mate, o nierownych obrysach, nie obserwuje sie aktywnosci sekre-
cyjnej. Stwierdza sie mato martwych komérek i mniej makrofagéw.

PODSCIELISKO BLONY SLUZOWEJ

W podscielisku btony $luzowej wystepuja gtéwnie trzy typy komaérek. Pierwszy,
najczesciej spotykany, to fibroblasty. Komaérki te sgniezréznicowane ultrastrukturalnie.
Nie majg desminy i miofilamentdw, zawierajg natomiast aktyne i ciata tluszczowe.
Drugi typ to komorki miesni gtadkich, bogate w miofilamenty, desmine i aktyne. Trzeci
zawiera miofilamenty, natomiast nie ma desminy. Obliczono, ze komorki te wystepuja
w stosunku 83/13/4 [48]. Poza tym w podscielisku znajduja sie limfocyty, monocyty i
komérki tuczne. Obecne sa tam tez liczne widkna retikulinowe, tworzace sie¢ o
wydtuzonych oczkach, w niewielkiej iloSci witokna kolagenowe oraz naczynia
krwionosne i limfatyczne [19].

W fazie zaleznej od estrogenu w jajowodzie progesteron dziata jako antagonista
estrogenow. Stwierdzono, ze stezenie estradiolu w surowicy krwi powyzej 100 pg/ml
indukuje ciliogeneze isekrecje, natomiast gdy stezenie progesteronu jest powyzej 1ng/
ml, nastepuje atrofia, odrzesienie i zatrzymanie sekrecji juz po 48 godzinach, nawet
jesli estradiol jest powyzej 200 pg/ml [9]. Wiadomo, ze oddziatywanie na jajowdd
steroidowych hormonéw piciowych odbywa sie miedzy innymi poprzez receptory
estrogenowe i progesteronowe. Badaniami immunocytochemicznymi z uzyciem
monoklonalnych przeciwciat zmierzono stezenie tych receptoréw w naturalnym cyklu
i po podaniu hormonéw. W cyklu naturalnym progesteron antagonizuje dziatanie
estradiolu przez obnizenie stezenia receptorow estrogenowych ponizej progu
wymaganego dla dziatania estradiolu. Podawanie estradiolu powoduje wzrost stezenia
receptoréow estrogenowych, natomiast progesteronu juz po 24 godzinach ich spadek.
Potwierdzity to pomiary koncentracji estradiolu tkankowego, ktére wykazaty, ze stezenie
jego byto znaczgco niskie w trakcie przyjmowania progesteronu, nawet gdy estradiol
byt wysoki w surowicy krwi [9]. Stezenie receptoréw progesteronowych rosnie po
podaniu estradiolu, natomiast maleje, gdy podawany jest progesteron. Swiadczy to o
supresji przez progesteron jego wiasnych receptoréw. Mimo to ma on dziatanie
antyestrogenne przez obnizenie koncentracji receptoréw estrogenowych. Opisany
mechanizm dziatania najajowo6d steroidowych hormonéw piciowych niejestjednak
zupetniejasny. Stwierdzono bowiem, ze receptory estrogenowe i progesteronowe obecne
sg przede wszystkim w komaérkach podscieliska i miesni gtadkich, a w nabtonku jest
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ich niewiele i wystepuja tylko w komérkach wydzielniczych [8]. Dlaczego wiec
estrogeny, jak iprogesteron wykazuja silne dziatanie na komérki migawkowe, skoro
nie zidentyfikowano w nich receptoréw na te hormony? Boutin i wsp. sugeruja, ze
estrogeny i progesteron wpltywajg na nabtonek przez produkowane w komdrkach
podscieliska czynniki wzrostu, ktére dyfundujag do nabtonka przez btone podstawng
[8]. Potwierdzeniem tej teorii byty wyniki badan Giudice i wsp. oraz Adachi i wsp.,
ktérzy zidentyfikowali w nabtonku receptory dla nabtonkowych czynnikéw wzrostu
(specyficzne biatka C-erbB-1 i C-erbB-2 o masie czgsteczkowej 185 kDa) [3,12]. Nie
jesttojednakjedyna droga dziatania steroidowych hormonéw ptciowych. W badaniach
z zastosowaniem hodowli in vitro komorek nabtonkajajowodu stwierdzono wprawdzie
dodatni wptyw dodanych do hodowli nabtonkowych czynnikéw wzrostu na aktywno$é
proliferacyjng komorek nabtonka jajowodu, lecz te taktywno$¢ nasilat takze 17(3
estradiol, natomiast progesteron jg hamowat. By¢ moze estradiol i progesteron dziatajg
na nabtonek przez czynniki wzrostu produkowane nie tylko w komérkach podscieliska,
lecz takze w komdérkach wydzielniczych nabtonka. Wskazuje na to inna praca Adachi
i wsp. [3]. Badali oni inkorporacje [3H] tymidyny do komdrek nabtonka w hodowli
tkankowej. Estrogeny wzmagaty wbudowywanie [3H] tymidynyjuz po 12 godzinach.
Obserwowano jednak réwniez wzrost stezenia nabtonkowego czynnika wzrostu (EGF),
a takze receptorow dla tego czynnika w komdrkach nabtonka. Dodanie do hodowli
nonoklonalnych przeciwciat przeciw EGF hamowato estrogenowg indukcje proliferacji.
Inkorporacja [3H] tymidyny byta wéwczas taka samajak w komérkach hodowanych
bez estrogendw. Do tej pory nie znaleziono jednak przekaznika sygnatu estrogenowego
i progesteronowego na urzesienie, funkcje wydzielnicze oraz indukowanie proliferacji
i apoptozy w komdrkach nabtonka. Wyjasnienia tego nie dostarczyty badania nad
nowym receptorem estrogenowym beta, wystepuje on bowiem w jajowodzie w
$ladowych ilosciach [35,41]. By¢ moze zlokalizowane w nabtonku jajowodu zostang
inne typy receptoréw estrogenowych i progesteronowych, ktérych istnienie sugeruja
Katzenellenbogen i Korach [21]. Intensywnie poszukiwali oni tego receptora odkrywajac
przy okazji pie¢ izomorficznych fonu receptora beta. Nowy typ receptora estrogenowego
odkrylijednak w ubiegtym roku Heard iwsp. [18], nazywajgc go receptorem gamma.
Nie wiadomo obecnie, czy receptor ten wystepuje w jajowodzie. Wyjasnig to zapewne
badania in vitro na czystych liniach komérek migawkowych iwydzielniczych [4].
Duze znaczenie dla prawidtowej czynnos$cijajowodu ma ptyn jajowodowy. Stanowi
on $rodowisko dla kapacytacji plemnikéw, procesu zaptodnienia i rozwoju zarodka.
W jego skiad wchodzi wydzielina komdérek nabtonka jajowodu, ptyn otrzewnowy i
przesacz z naczyn krwionosnych. Ilos¢ jego jest najwieksza w fazie jajeczkowania i
wprost proporcjonalna do stezenia estrogendw, a odwrotnie proporcjonalna do stezenia
progesteronu. Na ilo$¢ te wptywajg takze miedzy innymi zwiazki adrenergiczne i
prostaglandyny. Od wielu lat prowadzi sie intensywne badania nad sktadem ptynu
jajowodowego irolg znajdujagcych sie w nim substancji biatkowych. W ptynie tym
zidentyfikowano specyficzne, syntetyzowane miejscowo pod wptywem estrogenow,
glikoproteinyjajowodowe [1, 14, 24,44]. Okre$lono mase czasteczkowag tych gliko-
protein i budujacych je aminokwasdéw [14]. Sg one wydzielane gtownie w fazie
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okotoowulacyjnej. Lgcznie z cholesterolem, fosfolipidami i wolnymi aminokwasami
biatka te odpowiedzialne sg za odzywianie zarodka w Swietle jajowodu [28, 44, 46,
47]. Wyniki badan sugeruja, ze wymienione substancje, a takze wydzielane do ptynu
jajowodowego enzymy [44] wptywajg na kapacytacje plemnikéw, prawidtowa reakcje
akrosomalng i modyfikacje otoczki przejrzystej komérkijajowej [14,23,28].

CZYNNIKI WZROSTU | PRZEZYCIA

Dalszych prac wymagaja badania nad produkowanymi i wydzielanymi przez btone
$luzowajajowodu dojego Swiatta aktywnymi zwigzkami biatkowymi stymulujacymi i
regulujacymi, miedzy innymi, rozwdj zarodka przed implantacja [6, 22, 25, 27]. Do
tej pory zidentyfikowano wiele tych zwigzkéw. Nalezy do nich rodzina nabtonkowych
czynnikéw wzrostu: nabtonkowy czynnik wzrostu (EGF) [6], transformujacy czynnik
wzrostu (TGFa) [22], insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF) [25,27], amphiregulina
(Ar) inabtonkowy czynnik wzrostu wigzacy heparyne (HbEGF). Poza nimi wykryto:
ptytkowy czynnik wzrostu (PDGF), fibroblastyczny czynnik wzrostu (bFGF), a takze
czynnik stymulujacy kolonizacje (SCF) [5], czynnik hamujacy biataczke (LJF) [6,22,
39], tozyskowaproteine 14 (PPM), aktywine A, czynnik martwicy nowotworéw (TNF)
[5, 22], a i @integryne, laktoferyne (LF) oraz cytokinetyczne interleukiny: la (IL-
la), 13 (1L-1(3 i6 (IL-6) i 8 (IL-8) [6, 22, 50]. Czynniki wzrostu: EGF, TGFa, IGF,
HbEGF, PDGF, bFGF majg dziatanie embriotroficzne. Sgprodukowane w komarkach
nabtonka i podscieliska btony Sluzowej, a najwieksze stezenie wjajowodzie osiggajaw
fazie jajeczkowania i wczesnej fazie lutealnej [27]. Czynnik martwicy nowotworow i
cytokinetyczne interleukiny wystepujgw najwiekszym stezeniu w odpowiedzi na stan
zapalny [5]. Rola ich w embriogenezie nie jestjednak do konca wyjasniona. Podobnie
mato poznana jest rola wytwarzanego w jajowodzie tlenku azotu [11]. Na uwage
zwraca fakt obecnosci receptoréw dla EGF, TGFa i IGF w komérkach nabtonka
jajowodu. llos¢ tych receptoréw zalezy miedzy innymi od stezenia steroidowych
hormonéw piciowych i zmienia sie w poszczego6lnych fazach cyklu. Ich pobudzenie
zwieksza synteze biatek w nabtonku iindukujejego proliferacje.

BLONA MIESNIOWA

Nastepng strukturalng i funkcjonalng czescig $ciany jajowodu jest btona mie$niowa.
W cie$ni sktada sie ona z dwoch warstw miesni gtadkich: wewnetrznej o przebiegu
okreznym ispiralnym oraz zewnetrznej o przebiegu podtuznym [17,19,30]. W barce
peczki wiokien miesniowych nie tworzg wyraznych warstw. Przeplatajg sie one
wzajemnie, dzielg itgczatworzac nowe wigzki z rézng orientacja. Sieci te otoczone sg
luzng tkankg tagczng [19,29,30,31,45]. W warstwie miesniowej wystepujatez licznie
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naczynia krwionos$ne. Naczynia te majg zdolno$¢ do poszerzania sie i wypetniania
krwig. Sg oplecione wigzkami nerwow, ktore tworzg gesty splot w warstwie okreznej
miesni okolicy cieSniowej [19].

Na zewnatrzjajowod otoczony jest otrzewng o typowej budowie btony surowiczej,
ktora przechodzi w otrzewng wiezadta szerokiego macicy [19].

Jednym z nie do korfica wyjasnionych jest mechanizm przenoszenia komoérkijajowej
i zarodka w Swietle jajowodu. Przyjmowano, ze podstawowg role w tym mechanizmie
majg segmentowe skurcze miesni gtadkichjajowodu [17]. Ta czynno$¢ skurczowajest
najsilniejsza w czasie jajeczkowania, a nastepnie w fazie lutealnej ulega znacznemu
ostabieniu. Nie ttumaczy ona jednak mechanizmu transportu komérki jajowej na
powierzchni strzepkéw, gdzie transport ten jest najszybszy, a brak jest warstwy
miesniowej jajowodu. Ponadto, analizujgc budowe anatomiczngbtony miesniowej banki
jajowodu, brak jest morfologicznych danych wskazujacych na mozliwos$¢ jego
jednokierunkowych skurczow. Dlatego Vizza i wsp. sg zdania, ze nie mozna
wyttumaczy¢ procesu przenoszenia komorki jajowej i zarodka w bance funkcjg btony
miesniowej [45]. Wiekszo$¢ badaczy uwaza obecnie, ze na powierzchni strzepek iw
baince bardzo wazng role w tym procesie maja komérki migawkowe [16]. Blona
mieSniowa spetnia natomiast podstawowa role w zatrzymaniu, a nastepnie
przechodzeniu zarodka przez ciesn jajowodu, zamykajgc lub otwierajgc czynnosciowy
zwieracz jajowodowo-maciczny [17,19,29].

Aktywnos$¢ miesni gtadkich zalezy od ilosci i pobudzenia receptoréow a i [3
Stwierdzono, ze pobudzenie receptoréw a powoduje skurcze jajowodu, natomiast
receptory [3 odpowiedzialne sg za ich ostabienie. Réznice w nasileniu i czestosci
skurcz6w zwigzane sg ze wzajemnym stosunkiem tych obu receptoréw. W ciesni
przewage majgreceptory a ( stanowigod 70 do 90%), natomiast w bance receptory [3
(stanowig od 50 do 70%). Stezenie obu typow receptoréw zalezy od estrogenow i
progesteronu. Estrogeny nasilajg synteze receptorOw a, a progesteron hamuje jg,
zwiekszajgc jednoczes$nie synteze receptoréw (3 Hormony te wplywajg takze na
kurczliwos$é jajowodu zwiekszajgc metabolizm noradrenaliny w neuronach narzagdow
rozrodczych. Na kurczliwo$¢ temajatakze wptyw prostaglandyny. PGF2ot stymuluje
czynno$¢ skurczowg, natomiast PGE, hamuje jg. Produkcja i efekt dziatania obu
prostaglandyn zmienia sie w poszczegdlnych segmentachjajowodu i zalezy od stezenia
estradiolu i progesteronu. Banka i strzepki produkujg wiecej prostaglandyn niz ciesn.
W fazie proliferacyjnej dominuje produkcja PGF,a, natomiast w wydzielniczej PGE2
Reaktywno$¢ dalszego odcinka ciesni na PGF,oc obniza sie pod wptywem progesteronu,
natomiast na PGE2zwieksza sie. Na czynno$¢ miesni gtadkich jajowodu maja takze
wptyw oksytocyna, endotelina, relaksyna i przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ANP).
Oksytocyna, przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ANP) i endotelina, ktérej najwieksze
stezenie stwierdzono w cie$ni, wptywa na skurcz widkien okreznych i spiralnych w
cie$ni [24]. Relaksyna, syntetyzowana miedzy innymi w nabtonkujajowodu, powoduje
natomiast rozkurcz wszystkich grup wiékien miesniowych w catym narzadzie. Poza
wymienionymi czynnikami na zatrzymanie zarodka przed jego przejsciem do macicy
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wpltyw majg takze sploty zylne w ciesni. Decydujg one o napieciu $cian jajowodu, a
ich wypetnienie powoduje niemal catkowite zamknigcie jego Swiatta.

Jak wspomniano wczesniej, bardzo wazng role w przenoszeniu komorki jajowej i
zarodka spetnia nabtonek jajowodu [17]. Steroidowe hormony piciowe maja wptyw
nie tylko najego urzesienie, lecz takze na czynno$¢ rzesek komoérek migawkowych
[32, 38]. Nie wiadomo, czy wptyw ten jest bezposredni, czy odbywa sie przez inne
substancje biologicznie czynne, np. angiotensyne Il. Dzieki badaniom z uzyciem lasera
stwierdzono, ze Srednia czestotliwos¢ ruchu rzesek (CBF) w bance jajowodu wynosi
5,4+0,3 Hz i ze zwigksza sie ona w odpowiedzi na pobudzenie angiotensynall. 1lo$¢
receptoréw naten czynnik w komérkach migawkowych zalezy natomiast od stezenia
estrogenow i progesteronu [38]. Stezenie tych hormonow zdaje sie wiec jednak petnic
kluczowa role w regulacji transportu jajowodowego.

Czas przenoszenia komarkijajowej i zarodka przezjajowo6d wynosi okoto 80 godzin,
a najdtuzej zaptodniona komérkajajowa i zarodek przebywa w barce jajowodu [17].
Zmniejszone stezenie estrogenéw lub podwyzszone progesteronu, przez zredukowanie
ilosci komorek urzesionych, znacznie przedtuza transport lub sprawia, ze jest on
niemozliwy [17]. Podobny efekt, mimo zachowanej droznosci, moze by¢ nastepstwem
zmian widknistych ibliznowatych w $cianie jajowodu, spowodowanych przebytymi
stanami zapalnymi, endometriozg lub zabiegami operacyjnymi [17].

Znajomos$¢ roli jajowodu w procesie rozrodu, a takze jego prawidtowej budowy
anatomicznej jest wazne w ocenie znaczenia stwierdzanych zmian morfologicznych
przed planowanym leczeniem nieptodnosci pochodzeniajajowodowego. Nasilenie tych
zmian powinno decydowac o wyborze metody leczenia. Zbyt czesto sie bowiem obecnie
zdarza, ze kobiety z ta przyczyna nieptodnosci kwalifikowane sg do leczenia za-
ptodnieniem pozaustrojowym. Zapomina sig, szczegélnie w przypadkach niedroznosci
ujs¢ brzusznych jajowodéw, ze w wybranych przypadkach operacje rekonstrukcyjne
jajowodow dajg duzo lepsze rezultaty niz leczenie metodg zaptodnienia poza-
ustrojowego.
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HORMONY NAJADRZA

EPIDIDYMAL HORMONES

Barbara WISZNIEWSKA, Mariola MARCHLEWICZ

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii Pomorskiej AM Szczecin

Streszczenie: Plemniki po opuszczeniu jadra nie sgjeszcze w petni dojrzate. W najadrzu przechodzg
szereg przemian morfologicznych, biochemicznych i funkcjonalnych. Ich efektem jest osiggniecie przez
plemniki zdolnosci do ruchu postepowego, przezywania w meskich i zenskich drogach ptciowych,
kapacytacji, przeprowadzania reakcji akrosomalnej i zaptodnienia komorki jajowej. Specyficzne $ro-
dowisko, w ktérym plemniki dojrzewajg i utrzymywane sa w zywotnosci, tworzone jest przez komorki
nablonkowe wyscielajace przewdd najadrza. Komorki te syntetyzuja i uwalniaja do $wiatta biatka,
glikoproteiny, glikolipidy, fosfolipidy, niezbedne na kazdym etapie dojrzewania i magazynowania plem-
nikéw. Procesy sekrecyjne, a takze resorbcyjne komérek nabtonkowych regulowane sg gtéwnie przez
androgeny. Komorki nablonkowe najadrza szczura wykazujg cechy komérek steroidogennych, a w
warunkach in vitro syntetyzujg androgeny, ktére aromatyzowane sg przez te komérki do 17[3-estradio-
lu. Komorki nabtonkowe najadrza sg zrédtem jeszcze innych hormonéw, takich jak: proopiomelano-
kortyna, proenkefalina czy oksytocyna. Dlatego tez najadrze rozpatrywac nalezy réwniez jako obwodo-
wy gruczot wydzielania wewnetrznego.

Stowa kluczowe: komorki nabtonkowe najadrza, hormony, receptory hormonow.

Summary: Spermatozoa leaving the testis are immature. They undergo numerous morphological, bio-
chemical and functional changes during passage through the epididymis, where they acquire the ability
for progressive motility, survival in male and female tracts, the ability to capacitation, the acrosome
reaction and fertilization. The specific microenvironment for sperm maturation and the maintenance of
sperm viability is formed by epididymal epithelial cells. The cells synthesize and release into the
lumen of epididymis proteins, glycoproteins, glycolipids, phospholipids essential for the maturation
and storage of spermatozoa. The secretion and reabsorption in epididymal epithelial cells is androgen-
dependent. However, epididymal epithelial cells of rat in vitro reveal also intrinsic steroidogenic acti-
vity. They synthesize androgens, that are aromatized to 17(3-estradiol. Additionally, they are the source
of propiomelanocortin, proenkephalin and oxytocin. Therefore, the epididymis should be seen additio-
nally as a peripheral endocrine organ.

Key words: epididymal epithelial cells, hormones, hormone receptors.
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Po procesie spermiacji, niedojrzate jeszcze plemniki wraz z ptynem kanalikowym,
transportowane sg do kanalikéw odprowadzajgcych, ktére wraz z poczatkowym
odcinkiem przewodu najadrza tworza gtowe tego narzadu. Dzigki resorbcyjnym
funkcjom komérek nabtonkowych kanalikéw odprowadzajacych, ponad 90% ptynu
kanalikowego ulega reabsorbcji. Aktywne metabolicznie komarki sekrecyjne tego
nabtonka sprawiaja, ze plemniki znajdujg sie w nowym $rodowisku, charakterystycznym
tylko dla tego odcinka najgdrza. Podczas przechodzenia przez najgdrze, plemniki
eksponowane sg na zmieniajgce sie Srodowisko swoiste dla kazdej strefy gtowy, trzonu
czy ogona. Wytworzenie okre$lonego sktadu ptynu najadrza mozliwe jest zaréwno
dzieki aktywnosci resorbcyjnej, jak isekrecyjnej komaérek nabtonkowych wyscielajagcych
przewdd najadrza [24]. Komorki te syntetyzuja i uwalniajg do Swiatta przewodu biatka,
glikoproteiny, glikolipidy, fosfolipidy, rézne dla poszczegélnych stref najadrza, a
wykorzystywane przez plemniki na kazdym etapie ich dojrzewania czy przezywania w
najadrzu [35]. Procesy te wymagaja sekwencyjnej ekspresji szeregu genéw komorek
nabtonkowych najadrza, a takze precyzyjnej jej regulacji [10,52]. Efektem przebywania
plemnikéw w poszczegOlnych strefach najgdrza jest to, ze plemniki ludzkie po
osiggnieciu trzonu najadrza [2], a zwierzece poczgtkowego odcinka ogona [13] stajg
sie dojrzatymi gametami, wykazujgcymi zdolnos$ci do ruchu postepowego, przezywania
w meskich i zenskich drogach piciowych, przeprowadzania kapacytacji i reakcji
akrosomalnej, interakcji z ostong przejrzysta i zaptodnienia komorki jajowej [9].
Wiasciwosci nabyte w procesie najgdrzowego dojrzewania plemniki zachowujgpodczas
ich magazynowania w ogonie najadrza [35].

Zaréwno morfologia, jak i funkcja komo6rek nabtonkowych najadrza regulowana
jest gtownie przez androgeny i czynniki pozaandrogenne syntetyzowane w gonadzie.
Wiadomo tez, ze komdrki nabtonkowe najgdrza moga same by¢ zrédiem réznych
hormonow.

ANDROGENY

Androgeny dostarczane sg do najgdrza dwiema drogami. Transportowane sg
bezposrednio zjgdra wraz ptynem kanalikowym, w kompleksie z biatkiem wigzgcym
androgeny (ABP - Androgen Binding Protein), syntetyzowanym przez komoérki
Sertoliego nabtonka plemnikotworczego [40]. ABP wigze testosteron (T) i dihydro-
testosteron (DHT), wobec ktérego wykazuje 2-krotnie wyzsze powinowactwo. Komp-
leks androgen-ABP moze by¢ w cato$ci absorbowany ze Swiatta przewodu przez
komorki nabtonkowe proksymalnej czesci najgdrza. Po oddysocjowaniu, androgeny
uwalniane saw komarkach i przekazywane swoistym receptorom androgenowym (AR).

Druggpule androgendéw w najadrzu stanowig te dostarczane z krwig, drogg naczyn
krwiono$nych oplatajagcych przewdd najgdrza. Transport tych androgendéw odbywa
sie whrew gradientowi stezen przez btone komdrkowa czesci podstawnej komérek
nabtonkowych. Nastepnie, drogg dyfuzji przez btone komdérkowga czesci apikalnej
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komoérek, hormony te dostajg sie do Swiatta przewodu, gdzie wiazg sie z ABP. W
ptynie najadrza, szczegdlnie gtowy, ABP wystepuje w duzych stezeniach, zblizonych
do sumy stezen T i DHT. W najwiekszych ilosciach androgeny transportowane sg
przez komorki gtowy i trzonu najadrza. W Swietle gtowy stezenie tych hormondw,
gtéwnie DHT, jest okoto 50 razy wyzsze niz stezenie androgendéw we krwi naczyn
krwionos$nych tego odcinka najadrza [56].

Za gtéwny androgen najadrza uwazany jest dihydrotestosteron (DPIT), ktory
powstaje w komdrkach nabtonkowych drogg konwersji T. Proces ten katalizowany
jest przez 5oc-reduktaze [39], enzym wystepujacy w dwoch izoformach w komaorkach
nabtonkowych najadrza. lzoformy te kodowane sg przez dwa odrebne geny [50],
ekspresja ktérych podlega wieloczynnikowej regulacji, réznej w réznych strefach
najadrza [10]. DHT w najadrzu podlegaé moze dalszemu metabolizowaniu do 5a-
androstan-3a, 12(3-diolu (3a-diol), a u niektérych gatunkéw zwierzat tez do 5a-
androstan-3(3, 17p-diolu (3(3-diol) [30].

Przy tak duzej ilosci androgenéw w najadrzu, hormony te wystepujg w réznym
stezeniu w komérkach nabtonkowych i w ptynie najadrza, w zaleznosci od strefy tego
narzadu [19]. | tak, stezenie T w kanalikach odprowadzajgcych jadra jest znacznie
wyzsze niz stezenie DHT. W glowie najadrza natomiast wzrasta stezenie DHT w
stosunku do T ita zalezno$¢ utrzymuje sie rowniez w ogonie najadrza [51].

Androgeny w najadrzu dziataja przez swoiste wewnatrzjgdrowe receptory
androgenowe - AR. G¥dwnymi ligandami receptora androgenowego sg testosteron i
dihydrotestosteron. DHT wigze sie do AR z wyzszym powinowactwem niz T.
Rozmieszczenie receptorow androgenowych jest rozne w poszczegdlnych strefach
najadrza. W najadrzu cztowieka ekspresje AR ujawniajg komarki nabtonkowe catego
przewodu (rye. 1), przy czym najwyzsze ich stezenie stwierdza sie w przewodzie
trzonu [48]. Komérki nabtonkowe kanalikow odprowadzajacych nie zawieraja
receptorow androgenowych [48]. Lokalizacja AR w najadrzu zwierzat jest podobna
[58]. Badania doswiadczalne wskazujg, ze przy zablokowanym dostepie androgenéw
do najadrza stezenie AR w komdrkach nabtonkowych przewodu najadrza przez diugi
czas utrzymywane jest na statym poziomie. Stezenie AR natomiast w komorkach
nabtonkowych prostaty i pecherzykéw nasiennych w takim przypadku wyraznie sie
obniza [37].

Wyniki badan in vitro prowadzonych na komérkach nabtonkowych najadrza szczura
wskazuja, ze dodatkowym zrédtem androgenéw w najadrzu sa same komérki nabtonkowe.
Komorki te majaultrastrukturalne cechy komorek produkujacych hormony steroidowe
(ryc. 2,3), aponadto uwalniajg do Srodowiska hodowlanego androgeny [54].

ESTROGENY

Drugg grupe hormonéw dziatajagcych w najadrzu stanowig estrogeny. Wchodzg do
narzadu takimi samymi drogami, jak androgeny. Badania prowadzone juz w latach
osiemdziesiatych ubiegtego stulecia wskazywaty na udziat estrogendéw w syntezie
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RYCINA 1 Schemat przedstawiajacy ekspresje receptoréw androgenowych w poszczegdélnych strefach
najadrza cztowieka: la-d - kanaliki odprowadzajace; 2a-4c - przewdd najadrza; 5- nasieniowod, la-2b
- gtowa najadrza; 3a-3c - trzon najadrza; 4a-4c - ogon najadrza [Ergun i wsp. 1997 i Ungefroren i wsp.
1997 - schemat zmieniony)

niektérych biatek w komdérkach nabtonkowych niedojrzatych i dojrzatych piciowo
najadrzy krolikow [44,45] oraz obecnos$¢ receptordw estrogenowych (ER) w najadrzu
[12]. W czasie rozwoju embrionalnego myszy, ER pojawiajg sie jeszcze przed
catkowitym zr6znicowaniem jadra. W tym tez czasie obecne sg w przewodach,
réznicujacych sie w drogi wyprowadzajace plemniki [20]. Dopiero odkrycie drugiego
typu receptoréw estrogenowych nazwanych 3 (ER(3) [29], oprécz tych wczesSniej
opisywanych, ktére nazwano receptorami estrogenowymi a (ERa), rzucito nowe
Swiatto na mozliwe drogi dziatania estrogendéw w najadrzu.

Badania uwzgledniajace dwa typy receptoréw estrogenowych, pozwolity ustalié,
ze ich dystrybucja w najgdrzu jest zréznicowana [14, 34, 41]. W komorkach
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RYCINA 2. Krople lipidowe (L) otoczone mitochondriami z wydtuzonymi grzebieniami (M) w
cytoplazmie hodowanych komérek nabtonkowych najadrza szczura. TEM x 21300

RYCINA 3. Krople lipidowe (L) i siateczka Srodplazmatyczna gtadka (SER) w cytoplazmie hodowanych
komorek nabtonkowych najagdrza szczura. TEM x 22000
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nabtonkowych kanalikdw odprowadzajacychjadra wystepujg receptory estrogenowe
a, czyli tam gdzie brak jest receptoréw androgenowych. W komérkach nabtonkowych
przewodu najadrza natomiast wystepujg receptory estrogenowe (3(ryc. 4). Estrogenom
dziatajagcym przez ERa przypisuje sie wazng role w regulacji funkcji kanalikéw
odprowadzajgcych [27, 31]. Jak wspomniano wcze$niej, gtdwng funkcja kanalikow
odprowadzajgcych jest reabsorbcja ptynu naptywajgcego wraz z plemnikami zjadra.
Poprzez regulacje czynnosci systemu endocytamego komaérek nieurzesionych nabtonka,
estrogeny regulujaten proces. Badania prowadzone na myszach aERK O wspierajg te
hipoteze [22, 23]. Rola estrogendéw dziatajgcych poprzez receptory estrogenowe (3
ekspresje ktorych ujawniajg komorki nabtonkowe przewodu najgdrza, nie jest
wyjasniona.

Na to, ze estrogeny sg niezbedne dla funkcjonowania meskiego uktadu ptciowego
wskazuje obecnos$é receptorow estrogenowych w narzgdach tego uktadu juz podczas
rozwoju embrionalnego, ich obecno$¢ w komérkach gonady i komoérkach nabtonkowych
przewodow wyprowadzajgcych plemniki [33, 38, 41] oraz fakt, ze lista komodrek
narzadéw uktadu ptciowego meskiego, wykazujacych aktywnos$¢ aromatazy cytochromu
P450 i syntetyzujacych estrogeny, coraz bardziej sie wydtuza. Rzeczywiscie, estrogeny
w meskim uktadzie ptciowym wystepujg w duzych stezeniach. W ptynie rete testis
szczura stezenie estrogendw siega wartosci 249 pg/ml [17], podczas gdy w surowicy
krwi tych zwierzat wynosi srednio 60 pg/ml. W nasieniu mezczyzny stezenie estrogenéw
osigga wartosci 14-162 pg/ml [4], a w surowicy krwi wynosi okoto 60 pg/ml [11].
Dzi$ juz wiadomo, ze w meskim uktadzie piciowym zdolno$¢ do aromatyzacji
androgen6w iuwalniania estrogenéw majgzaréwno komoérki somatyczne, jak i ptciowe
gonady [5, 6].

Do niedawna uwazano, ze na terenie najadrza ludzkiego i zwierzat jedynymi
komdrkami, majagcymi zdolno$¢ aromatyzowania androgendw, sg przebywajgce tam
plemniki [26]. Jednak, na podstawie badan prowadzonych na hodowlach komoérek
nabtonkowych najgdrza szczura wykazano, ze komérki te zawierajg w cytoplazmie
aktywng aromataze cytochromu P450, aromatyzujg androgeny przez siebie
syntetyzowane i uwalniajg do $rodowiska hodowlanego estrogeny w wysokich
stezeniach [54, 55]. Zdolno$¢ syntezy i uwalniania estrogendw do $Srodowiska majg
réwniez hodowane komaérki nabtonkowe najadrza mezczyzn [dane niepublikowane].

INNE HORMONY SYNTETYZOWANE W NAJADRZU

W najadrzu wykazano réwniez obecno$¢ hormonoéw, ktérych syntezy sie tu nie
spodziewano.

Wsréd genéw obecnych w komadrkach nabtonkowych najadrza znajdujg sie geny
kodujace prekursory neuropeptydow. Wykazujg one specyficzng ekspresje, zalezng
od strefy najadrza. Nalezg do nich genpomc (proopiomelanokortyna), kodujagcy POMC
prekursora [3-endorfiny, adrenokortykotropiny (ACTH) i hormonu stymulujacego
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RYCINA 4. Schemat przedstawiajacy ekspresje receptoréw estrogenowych a i 3 (ERa i ER(3) w
poszczegdlnych strefach najadrza cztowieka: 1a-d - kanaliki odprowadzajace; 2a-4c - przewdd najadrza;
5- nasieniow6d, la-2b - gtowa najadrza; 3a-3c - trzon najadrza; 4a-4c - ogon najadrza, (Ergiin i wsp.
1997 i Ungefroren i wsp. 1997 - schemat zmieniony)

melanocyty (ocMSH) oraz gen enk proenkefaliny, kodujgcy peptydy opiatowe,
metionylo-enkefaline ileucylo-enkefaline (met- i leu-enkefalina) [10].

W komorkach nabtonkowych najadrza zwierzat wykazano radicimmunologicznie
(3-endorfine i ACTH [46, 47]. Transkrypt genu pomc, ulegajgcego ekspresji w
komorkach gtowy najgdrza, ma dtugosé 0,8 kz, takjak mRNA pomc wjadrze, jednak
jest krotszy od mRNA wykrywanego w komérkach przysadki mézgowej [8].
Przypuszcza sie, ze neuropeptydy te petnig para- i/lub autokrynng funkcje wobec
komérek nabtonkowych najadrza lub moga oddziatywaé na plemniki przebywajgce w
Swietle przewodu. Mozna tez przypuszczac, ze M-endorfina, podobniejak w komaérkach
Leydiga [7], mogtaby modulowa¢ synteze hormonéw steroidowych w najadrzu.
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Gen enk natomiast, ulega ekspresji w komorkach nabtonkowych na catej dtugosci
najadrza. Stopien tej ekspresji jest najwyzszy w proksymalnej czesci gtowy [10]. U
szczura, segment poczatkowy najadrza wykazuje najwyzsze stezenie mRNA pro-
enkefaliny, w poréwnaniu z innymi tkankami. Wielko$¢ transkryptu jest taka sama, jak
mRNA proenkefaliny w moézgu [18]. Jednak, stezenie syntetyzowanego biatka w
komérkach gtéwnych nabtonka najgdrza stanowi tylko 10% stezenia biatka synte-
tyzowanego w madzgu, podczas gdy stezenie mMRNA w najadrzu jest o okoto 300%
wyzsze [28]. Przeprowadzone badania sugerujg, ze ekspresja najagdrzowego genu
proenkefaliny regulowana jest przez obecno$¢ plemnikéw w najadrzu lub czynnik
zwigzany z plemnikami [18]. Sugestie te oparte sg na stwierdzeniu, ze poziom mRNA
proenkefaliny w komdrkach gtéwnych nabtonka najadrza gwattownie wzrasta, gdy po
pierwszej fali spermatogenicznej plemniki osiagaja najadrze [18].

Rola enkefaliny w najadrzu nie jest wyjasniona, zwtaszcza ze peptydy wywodzgce
sie z proenkefaliny w komorkach gtéwnych nabtonka najadrza réznig sie od tych w
tkance nerwowej. Nie stwierdza sie w najgdrzu met- i leu-enkefaliny, a peptydy
enkefaliny, niebedgce pentapeptydami, o znacznie wyzszej masie czasteczkowej
wykrywane byty w tkance, ptynie najadrzowym oraz na plemnikach segmentu
inicjalnego najadrza. Przypuszcza sieg, ze peptydy te moga petni¢ unikalng, specyficzng
funkcje w najadrzu.

W najadrzu wykazano réwniez obecno$¢ hormondéw czesci nerwowej przysadki,
chociaz ich miejsce syntezy nadal budzi kontrowersje. Wiadomo, ze hormony te
syntetyzowane sg w jadrze. W gonadzie szczura wykryte zostaty transkrypty gendw
kodujacych oksytocyne iwazopresyne. Wystepujajednak w bardzo matych stezeniach
[15]. W najadrzu natomiast, oksytocyna wykrywana byta immunohistochemicznie w
komorkach kanalikéw odprowadzajgcych i gtowy najagdrza owcy. Nie wykrywano
jednak neurofizyny, biatka przenoszgcego oksytocyne. Na tej podstawie
Veeramachaneni i Amann [49] sugerujg, ze oksytocyna nie jest syntetyzowana lokalnie
w najadrzu. Pozytywna reakcja immunohistochemiczna w komdrkach nabtonkowych
najadrza jest wiec konsekwencjg absorpcji oksytocyny, transportowanej z jadra i
znajdujacej sie w Swietle przewodu. U szczura jednak, podwigzanie kanalikéw
odprowadzajacych czy kastracja nie powodowaty braku immunoreaktywnej oksytocyny
w najadrzu [21]. Oksytocyna lokalizowana byta gtéwnie w komdérkach nabtonkowych
gtowy najadrza, chociaz wykrywana byta réwniez w komorkach nabtonkowych ogona
najadrza. Dowodzi to lokalnej produkcji oksytocyny, podlegajacej kontroli przez
androgeny. Jak wykazaty badania, komorki nabtonkowe najgdrza owcy zawierajg
receptory oksytocyny [53]. Pomijajac klasyczngrole oksytocyny w kurczliwosci sciany
najadrza iregulacji przeptywu plemnikow przez przewdod, inne fizjologiczne funkcje
oksytocyny w najadrzu sa nieznane. W $wietle badan dowodzacych steroidogennej
aktywnos$ci komdérek nabtonkowych najadrza szczura [54, 55] mozna przypuszczac,
ze oksytocyna, takjak wjadrze mogtaby regulowaé synteze testosteronu [16], oprécz
juz wczesniej stwierdzonej zdolno$ci tego hormonu do stymulacji aktywnos$ci 5a-
reduktazy w najadrzu.

Aktualnie brak jest danych na temat syntezy wazopresyny w najadrzu.
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RECEPTORY DLA HORMONOW
NIEPRODUKOWANYCHW NAJADRZU

W komérkach nabtonkowych najadrza daniela, immunocytochemicznie oraz
hybrydyzacjg in situ, wykazano ekspresje receptora prolaktyny [25]. Stezenie RNA
receptora prolaktyny w najadrzu znacznie przewyzszaty jego stezenie w jadrze. Rola
prolaktyny w najadrzu nie jest w petni wyjasniona. Uwaza sie, ze uczestniczy w
utrzymywaniu wasciwej masy najadrza, reguluje transport ptynu [3], atakze stymuluje
mitoze oraz regeneracje komaérek nabtonka najgdrza. Mozna przypuszczaé, ze prolaktyna
reguluje tez synteze hormonoéw steroidowych w komaérkach nabtonkowych szczura.

W komérkach nabtonkowych najadrza szczura wykazano ponadto receptory
melatoniny, co sugeruje bezposrednia regulacje funkcji najadrza przez ten hormon.
Ekspresja receptorow melatoniny ograniczonajest do komaérek nabtonkowych trzonu
najadrza [36]. Wykazano, ze melatonina stymuluje proliferacje komoérek nabtonkowych
w warunkach in vitro, a proces ten zalezny jest od czasu ekspozycji komdrek na ten
hormon oraz od stezenia androgenéw w medium [32]. Badania molekularne pozwolity
ustali¢, ze melatonina dziata poprzez receptory btonowe, a jej efekt stymulujacy
proliferacje komodrek nabtonkowych trzonu najgdrza, zwigzany jest z hamowaniem
aktywnosci cAMP [43].

Badania ostatnich lat zogniskowane sg na ustaleniu, czy komaérki nabtonkowe
najadrza wykazujg ekspresje receptora honnonu luteinizujgcego (LH-R). Aktualnie
ustalono, ze w komdrkach niedojrzatych oraz dojrzatych ptciowo matp wystepuje mRNA
receptoré6w LH [57]. Obecno$¢ receptoréw LH w najadrzu niedojrzatych zwierzat
wskazuje na udzial tego hormonu w rozwoju i wzroscie najadrza. Podanie hCG
niedojrzatym matpom powoduje gwattowny wzrost najadrzy [42]. U osobnikow
dojrzatych hormon luteinizujacy mégtby byé wiaczony w koordynacje procesow
dojrzewania plemnikéw [1, 57]. Wykazano ponadto, ze komérki gtéwne nabtonka
wszystkich odcinkéw najadrza myszy majg zdolno$¢ wigzania LH pochodzenia zaréwno
endogennego, jak i egzogennego [1]. Mozna zatem zatozyé, ze synteza androgendéw
oraz 17(3-estradiolu w komdérkach nabtonkowych najadrza szczura mogtaby podlegac
regulacji przez te gonadotropine.

PODSUMOWANIE

Najadrze cztowieka i zwierzat odgrywa wazng funkcje w dojrzewaniu plemnikdéw
przez wytworzenie mikro$rodowiska o unikalnym sktadzie w kazdej strefie narzadu.
Wymaga to precyzyjnej kontroli ekspresji poszczegdlnych genéw isyntezy biatek, w
okreSlonej kolejnosci i wiasciwej strefie najgdrza. Funkcje regulacyjng przypisuje sie
gtownie androgenom i innym czynnikom syntetyzowanym na terenie jadra. Przy
rozpatrywaniu funkcji najgdrza pomija sie jednak jego funkcje endokrynng i wptyw
hormonéw lokalnie syntetyzowanych na procesy toczace sie w najadrzu. Najadrze
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nalezatoby wiec rozpatrywaé nie tylko jako narzad, w ktérym dojrzewajg i ma-
gazynowane sgplemniki, ale rowniezjako gruczot wydzielania wewnetrznego, ktérego
funkcja podlega kontroli nadrzedne;j.
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ZASTOSOWANIE CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ
DO OCENY KONDENSACJI | INTEGRALNOSCI DNA
PLEMNIKOW LUDZKICH

APPLICATION OF FLOW CYTOMETRY TO EVALUATE
OF HUMAN SPERM DNA CONDENSATION AND INTEGRITY

Matgorzata PIASECKA

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii Pomorskiej AM, Szczecin

Streszczenie: Wiele przypadkow meskiej nieptodnosci ma podtoze genetyczne i molekularne prowadza-
ce do morfologicznych i funkcjonalnych zaburzen plemnikéw. Rozwdj i zastosowanie technik wspoma-
ganego rozrodu, szczeg6lnie 1CS1 - Intracytoplasmic Sperm Injection, stwarza ryzyko wprowadzenia do
komorkijajowej plemnika z nieprawidtowym DNA (np. z zaburzong kondensacjg i nacieciami). Moze to
by¢ przyczyna braku koncepcji lub wczesnych poronien. W artykule opisano dwa testy (Sperm Chro-
matin Structure i TUNEL Assay), w ktorych wykorzystuje sie cytometrie przeptywowa do wczesnej
detekcji zaburzen kondensacji i integralnosci DNA w duzej liczbie plemnikdéw. Testy te majg istotne
znaczenie prognostyczne dla zaptodnienia in vivo i in vitro.

Stowa kluczowe: plemniki, kondensacja DNA, naciecia DNA, cytometria przeptywowa, apoptoza,
ultrastruktura.

Summary: Many cases of male infertility are of genetic and molecular nature which may lead to morpho-
logical and functional disorders of spermatozoa. Both the development and application of Assisted
Reproductive Techniques, particularly Intracytoplasmic Sperm Injection (ICSI), may produce a risk of
injecting a spermatozoon with damaged DNA (e.g. abnormal condensation and strand breaks) into ovum
which in turn may threaten conception or contribute to an early abortion. The present review provides
an overview of two assays (Sperm Chromatin Structure and TUNEL Assay) in which flow cytometry
is applied to detect early condensation and integrity abnormalities of DNA in large number of spermato-
zoa. These assays are of considerable predictive value for in vivo and in vitro fertilization.

Key words: spermatozoa, DNA condensation, DNA strand breaks, flow cytometry, apoptosis, ultra-
strukture.

Stosowane skroty: SCSA - sperm chromatin structure assay; TUNEL - terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated nick end labeling ; ICSI - intracytoplasmic sperm injection; FITC (fluorescein
isothiocyanate) - fluoresceina; TdT - terminalna deoksynukleotydylo tranferaza.
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LICZNE MORFOLOGICZNO-FUNKCJONALNE ZABURZENIA
PLEMNIKOW WYMAGAJA DODATKOWYCH METOD
BADAWCZYCH

Nieptodnos¢ matzeriska prawie w 50% przypadkow dotyczy nieptodnosci meskiej.
Z licznych doniesien wynika, ze gonada mezczyzn produkuje plemniki w wielu
przypadkach z morfologiczno-funkcjonalnymi zaburzeniami czesto majgcymi podtoze
genetyczne i molekularne, prowadzacymi do braku uzyskania koncepcji lub tez do
poronien [10,16,29,31,37,56].

Ro6znorodnos$¢ molekularnych uszkodzen plemnikéw, ktére nie mogabyé wykrywane
konwencjonalnymi metodami stosowanymi w rutynowej analizie nasienia, a ktére moga
wystepowaé w idiopatycznej nieptodnosci, sktania do wprowadzenia dodatkowych i
komplementarnych metod badawczych plemnikéw, pozwalajacych na precyzyjng i
wrecz indywidualng ocene komorek rozrodczych. Wnikliwa molekularna diagnostyka
pomaga lepiej ujawnié iwyjasni¢ patofizjologie plemnika prowadzacg do nieptodnosci.
Z drugiej strony prawidtowe parametry plemnikéw, stwierdzane w konwencjonalnej
ocenie komaérek rozrodczych, nie wykluczajg istnienia w ejakulacie subpopulacji
plemnikéw o uposledzonej zdolnos$ci do zaptodnienia czy tez wrecz jej pozbawionej,
tym bardziej ze populacja plemnikéw wykazuje duzgheterogennos¢.

Precyzyjna ocena plemnikéw staje sie niezbedna, zwiaszcza przy wyborze i
zastosowaniu technik wspomaganego rozrodu, gdzie w przypadku azoospermii
wykorzystuje sie komérki nawet aspirowane bezposrednio zjadra [7,54]. Taka wnikliwa
ocena pozwala przewidzie¢ szanse na uzyskanie koncepcji lub tez czesciowo uniknaé
przenoszenia do komorki jajowej zmian genetycznych. W wielu przypadkach, gdy
liczba plemnikéw iich jako$¢ niejest wystarczajgca do fizjologicznego zaptodnienia
komoérki jajowej, techniki wspomaganego rozrodu sg w zasadzie jedyng szansg na
uzyskanie potomstwa. Nie mozna w takiej sytuacji zapomnie¢ o jak najpetniejszej
diagnostyce plemnikow.

CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA W OCENIE KONDESACJI
| INTEGRALNOSCI DNA PLEMNIKOW

Cytometria przeptywowa umozliwia badanie komoérek w przeptywie wczes$niej
barwionych okre$lonym fluorochromem, jest w ostatnich latach czesto uzywana do
oceny plemnikoéw ludzkich i zwierzecych [5,20,27,28,43]. Na podstawie odbitego i
rozproszonego $wiatta laserowego pozwala na ustalenie r6znych subpopulacji komérek
w zaleznosci od ich wielkosci (FSC - forwardscatter) i zawartych w nich ziarnistosci
(SCC - side scatter) [38]. Metodg cytometrii mozna ilosciowo mierzy¢ wigzanie sie
réznych sond fluorescencyjnych do okreslonych struktur komorkowych. Wartosé i
rodzaj fluorescencji, w zalezno$ci od uzytego fluorochromu, moze by¢ miara
prawidtowosci lub tez wyrazem patologicznych proceséw zaistniatych w komorce.
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Zastosowanie metody zaptodnienia pozaustrojowego - ICSI (Intracytoplasmic Sperm
Injection) umozliwia potaczenie sie nieprawidtowego plemnika z komérka jajowg. W
takich przypadkach decydujace znaczenie ma zbadanie, czy chromatynajest prawidtowo
skondesowana iniejest fragmentowana, gdyz tylko dojrzata i nieuszkodzona chromatyna
moze podlega¢ dekondensacji w cytoplazmie komorki jajowej. To dalej prowadzi do
wytworzenia sie przedjagdrza meskiego i potaczenia materiatu genetycznego obu gamet.
Identyfikacja zaburzen kondensacji i integralno$ci DNA w duzej liczbie plemnikdw iw
ciggu krotkiego czasu mozliwajest dzieki zastosowaniu cytometrii przeptywowej (10000
obiektéw/3-4 min/préba badana), ktéra jest metoda czutg i precyzyjna, umozliwiajaca
uzyskanie obiektywnej oceny. Sprawia to, ze staje sie niezbedna w ocenie nasienia
pacjentow, wykraczajacej poza rutynowe badanie.

Analiza kondensacji DNA chromatyny plemnikéw - SCSA

Test SCSA (sperm chromatin structure assay) po raz pierwszy zostat opisany w
1980 roku przez Evenson i wsp. [18]. Obecnie znalazt szerokie zastosowanie w
jakosciowej ocenie DNA plemnikéw ludzkich [19,22,41,58] i zwierzecych [20,43].
Wykorzystujagc metachromatyczne witasciwosci oranzu akrydyny mozna monitorowac
podatno$¢ chromatynowego DNA na denaturacje in situ wywotang wysoka tem-
peraturg lub niskim pH [13,26,41,59]. Kwasne Srodowisko powoduje czeSciowe
rozwiniecie podwojnej helisy DNA przede wszystkim w chromatynie o zmienionej
strukturze, nieprawidtowo skondesowanej. Efektem denaturacji jest pojawienie sie
odcinkow jednoniciowego DNA, ktére mozna identyfikowa¢ za pomocg oranzu
akrydyny. Plemniki zawierajgce chromatyne zwartg, prawidtowo skondensowang sg
oporne na denaturacje i w zasadzie nie obserwuje sie w takich komaérkach duzej
obecnosci zdenaturowanego DNA w postaci pojedynczych nici DNA. Oranz akrydyny
ma zdolno$¢ interkalacji do DNA. Wigzac sie z pojedyncza nicig DNA emituje on
czerwone $wiatto fluorescencji, natomiast wbudowywanie fluorochromu do podwojnej
helisy DNA powoduje emisje zielonej fluorescencji. Detekcja i analiza obu fluorescencji
w cytometrze przeptywowym pozwala na wykrycie zaburzen kondensacji DNA.
Warto$¢ stosunku czerwonej fluorescencji do catkowitej fluorescencji (czerwona
fluorescencja+zielona fluorescencja) (a) odzwierciedla podatno$¢ DNA na dena-
turacje, jej rozmiar i stopien upakowania DNA [9]. Umozliwia to wykrycie
molekularnych zmian chromatyny, ktére mogg by¢ przyczyng obnizonej zdolnosci
plemnikéw do zaptodnienia.

Analiza nacie¢ DNA chromatyny plemnikéw - metoda TUNEL

Metoda TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated nick end
labeling) polega na dotgczeniu do wolnego konca 3’ OH fancucha DNA substratu
znakowanego fluoresceing (dUTP-FITC) emitujacag zielone Swiatto (metoda
bezposrednia, z wykorzystaniem APO-Direct Kit). Inkorporacja tego substratu
katalizowana jest przez terminalng deoksynukleotydylo transferaze (TdT). W metodzie
posredniej stosuje siemonoklonalne przeciwciato znakowane FITC (antiBrdU-FITC
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mADb), skierowane przeciwko wbhudowywanemu substratowi (Br-dUTP, odpowiednik
tymidyny). Zastosowanie FITC pozwala na detekcje nacie¢c DNA w chromatynie
badanej populacji komorek. Morfologiczny obraz fluorescencji odpowiadajacy
nacieciom DNA mozna obserwowaé¢ w mikroskopie fluorescencyjnym (ryc.l).
Umozliwia to nie tylko oceni¢ dystrybucje fluorescencji - nacieé¢ w obrebie jadra
komorki, ale iprzekonac sie o specyficznosci wigzania uzytej sondy fluorescencyjne;j.
Fluorescencja nie powinna wystepowa¢, w przypadku plemnikéw, poza ich gtéwka
(rye. 1) inie powinna mie¢ miejsca w przypadku kontroli negatywnej - reakcji wykonanej
bez dodatku enzymu. Na podstawie ilosSciowych pomiarow fluorescencji, za pomocg
cytometru przeptywowego, mozna oceni¢ odsetek komorek TUNEL-negatywnych -
niezawierajgcych nacie¢ DNA (komorki wykazuja jedynie autofluorescencje) oraz
odsetek komdrek TUNEL-pozytywnych zawierajgcych pekniecia DNA (komorki
wykazujg wartosci fluorescencji wieksze niz warto$é autofluorescenciji) (ryc.1,2).

ZABURZENIA KONDENSACJI | INTEGRALNOSCI
CHROMATYNY ZMNIEJSZAJA SZANSE ZAPLODNIENIA
PLEMNIKOW

Dopuszczalny odsetek plemnikéw z zaburzeniami kondesacji chromatyny

Spano i wsp. [59] wykazali, ze wzrost odsetka plemnikéw z zaburzeniami
kondensacji chromatyny powyzej 20% zmniejsza szanse na uzyskanie cigzy, a wzrost
powyzej 40% jest przyczyng braku uzyskania koncepcji in vivo. Natomiast Evenson i
wsp. [19] podaja, ze juz 30% ejakulowanych plemnikéw majacych nieprawidtowg
chromatyne, identyfikowang za pomocg SCSA, powoduje nieptodno$¢. Dopuszczalny
odsetek plemnikow z nieprawidtowo skondensowang chromatyng u mezczyzn ptodnych,
wedtug tych samych autoréw, wynosi 15%. Zostat on ustalony na podstawie analizy
statystycznej u 85% ptodnych badanych pacjentéw. Podobnie, Larson iwsp. [41] proponuja
15% plemnikéw z uszkodzonym DNA jako gdrng granice odsetka u ptodnych mezczyzn.

Plemniki z zaburzeniami kondensacji chromatyny w badaniach klinicznych, pomimo
prawidtowej morfologii i prawidtowego mchu, majg obnizong zdolno$¢ do zaptodnienia
zar6wno in vivo, jak i in vitro [19,40]. Ponadto nieprawidtowo skondensowana
chromatyna plemnika zmniejsza szanse nie tylko na zaptodnienie, ale i na dalsze
prawidtowe podziaty zaptodnionej juz komdrki jajowej [13,22,55]. Tumaczy to brak
uzyskania koncepcji czy tez spontaniczne poronienia przy prawidtowych parametrach
plemnikow (zaptodnienie in vivo) lub gdy stosuje sie metode zaptodnienia
pozaustrojowego - ICSI (Intracytoplasmic Sperm Injection), wprowadzajgc do
komorki wyselekcjonowany plemnik. Z drugiej strony ICSI umozliwia potgczenie sie
morfologicznie nieprawidtowego plemnika i/lub nieruchliwego z komdrkajajowa. W
takich przypadkach szansa na uzyskanie koncepcji i cigzy zalezy miedzy innymi od
jakosci DNA plemnika, co wykazali Larson i wsp. [41] stosujgc ICSI u pacjentéw z
globozoospermia.
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RYCINA 1 Analiza odsetka ejakulowanych, ludzkich plemnikéw z reakcja TUNEL, w cytometrze
przeptywowym (FACSCalibur cytometer, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA); oceniano plemniki z
bramki R zaznaczonej na cytogramie FL3A/FL3W; plemniki TUNEL- negatywne - oznaczone kolorem
niebieskitn - zlokalizowane sg w dolnej bramce na cytogramie FL3A/FL1, natomiast na histogramie
wystepuja w obrebie markera M1 tworzac pik dla komérek wykazujacych jedynie autofluorescencije;
plemniki TUNEL- pozytywne - oznaczone kolorem czerwonym - zlokalizowane sa w gérnej bramce na
cytogramie FL3A/FL1, natomiast na histogramie wystepujg w obrebie markera M2; ustawienie bramek
na cytogramie FL3A/FL1iustawienie markerow na histogramach zostato ustalone na podstawie wyniku
kontroli negatywnej (reakcja wykonana bez dodatku enzymu - TdT); reakcje TUNEL przeprowadzono
wykorzystujac APO-BRDU Kit (BioSource International, Inc.); do wykresu dotgczono obraz
mikroskopowo-fluorescencyjny plemnika (x 2600) z pozytywna reakcjga TUNEL, wykazujacego zielong
fluorescencje w obrebie gtdwki; obserwacje przeprowadzono w mikroskopie fluorescencyjnym Axioskop,
Carl Zeiss, Jena GmBH, Germany; FL3 - numery kanatéw dla czerwonej fluorescencji plemnikéw
barwionych jodkiem propidyny - PI; FL1 - numery kanatéw dla zielonej fluorescencji plemnikéw
traktowanych przeciwciatem, znakowanym fluoresceing, skierowanym przeciwko substratowi Br dUTP
(FITC- antiBrdU mAD)
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RYCINA 2. Por6wnawcza cytometryczna analiza odsetka plemnikow TUNEL pozytywnych na
podstawie histogramoéw dla FL1 u pacjentéw z prawidtowymi parametrami plemnikéw
(normozoospermia), z zaburzeniami koncentracji, ruchu i morfologii plemnikéw
(oligoastenoteratozoospermia) i z zaburzeniami ruchu i morfologii plemnikéw (astenoteratozoospermia);
analiza zostata przeprowadzona zgodnie z zasadami podanymi przy ryc. 1; pacjenci z normozoospermig
wykazujg zréznicowanie w odsetku plemnikéw z nacieciami DNA; koncentracje i ruch plemnikow
ustalono na podstawie standardowych kryteriow podanych przez WHO [61], natomiast ich morfologie
oceniano wg $cistych kryteriow Kruger i wsp. [38]

Naciecia DNA plemnika ajego morfologiczno-funkcjonalne parametry

Naciecia DNA moga towarzyszy¢ morfologiczno-funkcjonalnym zmianom
plemnikow. Niektorzy autorzy [4,14,24,32,36,46,50,51,65] wykazali istotne statystycznie
korelacje miedzy odsetkiem plemnikdw z nacieciami DNA a ich koncentracja odsetkiem
plemnikéw z ruchem postepowym lub odsetkiem plemnikéw o prawidtowej lub
nieprawidtowej morfologii. Wyniki cytowanych autoréw wskazujg ze plemniki o
nieprawidtowej budowie i/lub z zaburzeniami ruchu rowniez moga zawieraé naciecia
DNA. W subpopulacji wyselekcjonowanych ruchliwych plemnikéw nalezy spodziewaé
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sie mniejszej ilosci plemnikéw z nacieciami DNA [4,12,24,51,53,54]. Ponadto w
niektérych przypadkach zmniejszonej koncentracji plemnikéw mozna oczekiwac
wzrostu ilosci komérek z uszkodzonym DNA [32,33,51]. Takie silne zaleznosci
zaobserwowali Gandini i wsp. [24] w przypadku oligoastenoteratozoospermii,
nowotworow jader i w chorobie Hodgkinsa. Integralno$¢ DNA plemnika moze by¢
$cisle zwigzana zjako$cig nasienia.

Wyniki badan klinicznych sajednak rozbiezne, gdyz niektérzy autorzy nie znaleZli
istotnych zwigzk6éw miedzy morfologiczno-funkcjonalnymi zaburzeniami plemnikéw a
integralnoscig ich DNA [8,26,41,50]. Wynika to - jak mozna przypuszcza¢ - z
heterogennosci populacji plemnikdw. Gorczyca i wsp. [26] nie stwierdzili istotnej
korelacji miedzy odsetkiem plemnikéw z nacieciami DNA aruchem czy koncentracjg
plemnikéw . W przypadku tego ostatniego parametru Muratori iwsp. [50] rowniez nie
znalezli zwigzku. Podobnie Chan i wsp. [8] nie znaleZli istotnej korelacji miedzy
nacieciami DNA amorfologig plemnikéw czy uszkodzeniem ich akrosomu. Natomiast
Oosterhuis i wsp. [51] nie zaobserwowali istotnej korelacji miedzy nacieciami DNA a
zdolnos$cig plemnikéw do pecznienia w warunkach hypoosmotycznych (HOS test -
hypoosmotic sweelling test), bedacej wyrazem prawidtowej przepuszczalnos$ci btony
komorkowej dla wody. W badaniach wiasnych, wykonanych na plemnikach ludzkich
(n=27,9 przypadkéw normozoospermii-N, 2 astenozoospermii-A, 3 teratozoospermii-
T, 10 astenoteratozoospermii-AT, 3 oligoastenoteratozoospermii-OAT), nie stwierdzono
rébwniez istotnej statystycznie korelacji miedzy odsetkiem plemnikéw TUNEL-
pozytywnych a koncentracjg, morfologig i ruchem plemnikéw (ryc. 3). Nie znaleziono
takze istotnego zwigzku miedzy odsetkiem plemnikdw zywych, martwych (ryc.4 A,C)
a takze odsetkiem plemnikdw z mitochondriami funkcjonalnymi (ryc. 5). Istotna
statystycznie korelacja wystepowata jedynie pomiedzy odsetkiem plemnikéw, ktore
tylko czesciowo gromadzity jodek propidyny (ryc. 4B).

Brak istotnego statystycznie zwigzku pomiedzy nacieciami DNA a funkcjonalno-
morfologicznymi cechami plemnikdw sugeruje, ze prawidtowe plemniki moga zawiera¢
ponacinany DNA, natomiast uszkodzone komorki niekoniecznie muszg wykazywac
naciecia DNA, co sugerowat w swoich badaniach Host i wsp. [32-35] i co moze
wynikac z badan wiasnych. Pacjenci z normozoospermig(n=9) ujawniali zdecydowanie
rézne odsetki plemnikow TUNEL pozytywnych (6-21%, ryc.2). Ponadto, nie
stwierdzono istotnych statystycznie réznic (p>0,37; test U Manna W hitneya) w odsetku
plemnikéw z nacieciami DNA pomiedzy pacjentami bez zaburzen ruchu (14+7%;
mediana 15%; n=12: 9N, 3T) a pacjentami z astenozoospermig (20£14%; mediana
15%; n=15: 2A, 10AT, 30AT). Brak istotnego statystycznie zwigzku pomiedzy
integralnoscig genomu plemnikéw a ich morfologiczno-funkcjonalnymi cechami mégtby
ttumaczy¢ wzrost odsetka plemnikéw z pofragmentowanym DNA w przypadku
pacjentéw tylko z oligozoospermiglub o niewyjasnionych przyczynach nieptodnosci, u
ktorych w badaniach rutynowych nie stwierdza sie zaburzen parametréw plemnikow
[33,34]. Wykorzystanie w takiej sytuacji dodatkowej fluorocytometrycznej oceny
plemnikéw pozwala wyjasni¢ niekiedy przyczyny nieptodnosci.
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RYCINA 3. Korelacje pomiedzy odsetkiem plemnikow TUNEL-pozytywnych a koncentracja
plemnikéw (A), odsetkiem plemnikéw majgcych ruch postepowy (B), odsetkiem plemnikéw o
prawidtowej morfologii (C); r - wspdtczynnik korelacji Spearmana (Spearman rank correlation

coefficient); n=27
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RYCINA 4. Korelacje pomiedzy odsetkiem plemnikéw TUNEL pozytywnych a odsetkiem plemnikéw
zywych (A), martwych (C), czeSciowo wigzacych PI (subpopulacja posrednia) (B); n=27; identyfikacja
plemnikéw zywych, martwych i posrednich zostata przeprowadzona dla plemnikéw barwionych PI
(10 mg/ml) i analizowanych w cytometrze przeptywowym; do wykreséw dotaczono obrazy mikro-
skopowo-fluorescencyjne plemnikéw (x 2600) barwionych jednoczes$nie hoechst 33342 (0,4 mg/ml) i PI
(Sigma Aldrich); hoechst gromadzi sie na catym obszarze gtéwki zywych plemnikéw z nieprzerwang
btong komérkowa (biato-niebieska fluorescencja, A); Pl gromadzi sie na catym obszarze gtéwki martwych
plemnikéw z przerwang btong komérkowg (czerwona fluorescencja, C); w subpopulacji posredniej oba
fluorochromy gromadza sie jednocze$nie - hoechst gtéwnie w czesci postakrosomalnej, a Pl w czesci
akrosomalnej gtéwki plemnika (B)
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Odsetek plemnikédw z nacieciami DNA moze decydowa¢ o mozliwosci
zaptodnienia

Wielkos¢ odsetka plemnikdw z peknigciami nici DNA moze decydowac o mozliwosci
uzyskania koncepcji w warunkach in vivo iin vitro [8,32,33,34,35,44,46,65], co wigze
sie z istotng, wspomniang wczesniej rolg chromatyny podczas zaptodnienia komorki
jajowej i dalszych podziatow zygoty. U nieptodnych mezczyzn moze wystepowac
podwyzszony odsetek plemnikébw TUNEL-pozytywnych z uszkodzonym DNA
[4,24,32,33,46,54,65]. W przypadku nonnozoospennii, stwierdzany odsetek plemnikéw
z nacieciami DNA jest r6zny i moze wynosi¢ ponizej 1% [32,33], 2,5+1,2% [24] lub
6,2+0,7%. Podczas gdy u pacjentdw z niewyjasniong nieptodnoscig stwierdza sie
1,9+ 1,1% plemnik6éw z nacigciami DNA [33], w oligozoospermi 2,7+2,96% [39] lub
3,1+3,6% [33], w oligoastenoteratozoospermi oraz w przypadku pacjentéw z
nowotworem jader czy w chorobie Hodgkinsa 11+4% [24]. Natomiast w u pacjentéw
z obstrukcyjngazoospennig Ramos iwsp. [54], analizujgc plemniki pobrane zjader, najadrza
i nasieniowodu, wykazali 18,9+2,4% plemnikéw TUNEL-pozytywnych. Inni autorzy
[50,51 ] wykazali zdecydowanie wieksze odsetki plemnikdw z nacieciami DNA. Oosterhuis
iwsp. [51] stwierdzili 20£15% plemnikéw TUNEL-pozytywnych u badanych pacjentéw,
a Muratori i wsp. [50] - 11+8%. W badaniach wiasnych, $redni odsetek plemnikow
TUNEL-pozytywnych u pacjentéw z normozoospennig wynosit 14+6% (mediana 16%,
n=9) inie roznit si¢ istotnie statystycznie od odsetka plemnikéw pacjentéw z nieprawidtowymi
parametrami plemnikéw ( 19+13%, mediana 15%, p>0,55, n=18: 2A, 3T, 10AT, 30AT).
Natomiast $redni odsetek plemnikéw TUNEL-pozytywnych dla calej grupy badanych
pacjentow wynosit 18+11% (mediana 15%, n=27).

Host i wsp. [34,35] wykazali, ze szansa na uzyskanie zaptodnienia oocytdw in
vitro maleje, gdy odsetek plemnikéw z pofragmentowanym DNA przekraczajuz 4%.
Autorzy wykazali ujemng istotng statystycznie korelacje miedzy odsetkiem plemnikéw
znacieciami DNA a odsetkiem uzyskanych zaptodnien [34,35]. Wskazuje to na istotny
zwigzek miedzy integralno$cig genomu gamety meskiej ajej zdolno$cig do zaptodnienia.
Obnizona integralnos¢ DNA plemnikéw upoS$ledza ich zdolno$¢ przytaczenia sie do
komorek nabtonkajajowodu [17], obniza ich zdolno$¢ do hyperaktywacji i penetracji
zona pellucida [8]. Ponadto, obserwuje sie czestsze poronienia, gdy wzrasta odsetek
plemnikéw z uszkodzonym DNA [1,55]. Pojedyncze naciecia DNA chromatyny
plemnika moga by¢ naprawiane w zaptodnionej komdrce jajowej. Natomiast podwadjne
lub tez pojedyncze naciecia o duzym zasiegu - jak sugeruje Sakkas i wsp. [55] -
przekraczajg mozliwosci naprawcze komorki jajowej i stajg sie letalne, gdyz moga
upo$ledzaé podziaty zygoty i w efekcie sta¢ sie przyczyng wczesnych, samoistnych
poronieA. Wydaje sie, ze rozmiar uszkodzeA DNA plemnika oraz zdolno$ci naprawcze
komorkijajowej, miedzy innymi, okreslajg dalsze losy zygoty, jej zdolno$¢ do podziatéw
i dalej wczesne etapy rozwoju zarodkowego [1].
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RYCINA 5. Korelacja pomiedzy odsetkiem plemnikéw TUNEL-pozytywnych a odsetkiem plemnikéw
zmitochondriami funkcjonalnymi, spolaryzowanymi, majacymi zdolno$¢ gromadzenia pomarariczowych
agregatow JC-1 (n=27); JC-1 jest fluorochromem gromadzacym sie w mitochondriach w zalezno$ci od
wartosci potencjatu wewnetrznej btony mitochondrialnej; agregaty JC-1, emitujgce pomaraniczows
fluorescencje, powstaja w mitochondriach przy wysokim potencjale mitochondrialnym, natomiast
monomery JC-1, emitujace zielong fluorescencje, wystepujg w mitochondriach z niskim potencjatem;
odsetek plemnikéw z mitochondriami spolaryzowanymi zostat ustalony dla plemnikéw barwionych
JC-1(10 mg/ml, Molecular Probe, Europe BV, Leiden, The Netherlands) ianalizowanych w cytoinetrze
przeptywowym; do wykresu dotaczono obraz mikroskopowo-fluorescencyjny plemnika (x 3000)
barwionego JC-1, widoczna pomararnczowa fluorescencja na catej dtugosci wstawki, co wskazuje na
obecnos$¢ funkcjonalnych mitochondriéw

PRZYCZYNY ZABURZEN STRUKTURY | INTEGRALNOSCI
DNA CHROMATYNY PLEMNIKOW

Nieprawidtowa kondensacja DNA

Dojrzatos¢ DNA wigze sie z prawidtowa jego kondensacjg zalezng od stosunku
protamin (P1/P2) i prawidtowego ich rozmieszczenia w jadrze plemnika. Umozliwiajg
one w specyficzny sposob upakowanie dtugiej nici DNA. Niezwykle intensywna
kondensacja DNA jest mozliwa dzieki utlenianiu grup sulfhydrylowych biatek
protaminowych i wytworzeniu mostkéw dwusiarczkowych, ktore stabilizujg i
uodparniaja biatka na dziatanie czynnikéw fizyko-chemicznych [22,47,55]. Moze to
zabezpiecza¢ materiat genetyczny podczas dtugiej wedréwki plemnikdw przez meskie
i zenskie drogi piciowe. Protaminy pojawiajg sie w okragtych spermatydach podczas
spermiogenezy [42]. Nastepuje wtedy wymiana histondw na protaminy. Proces ten
zwigzany jest z ekspresjg odpowiednich genéw dla poszczeg6lnych protamin [25].
Nieprawidtowe zmiany ilosciowe protamin prowadza do nieprawidtowej kondensacji
DNA, powstania chromatyny luznej i w konsekwencji do nieptodnosci meskiej
[6,21,22,55,63,64].
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Inna przyczyna nieprawidtowej kondensacji DNA zwigzana jest z obecnoScig
przetrwatych, endogennych nacie¢ DNA. Wykazano, ze nieprawidtowo skonden-
sowana chromatyna zawiera naciecia DNA. Stwierdza si¢ istotng korelacje pomiedzy
odsetkiem plemnikéw ze zwigekszong podatnoscig na denaturacje rejestrowang testem
SCSA [26,64] a odsetkiem plemnikow z nacieciami DNA, identyfikowanymi metodg
TUNEL lub odsetkiem plemnikoéw z uszkodzonym DNA wykazanym metodg COMET
(single celi gel electrophoresis assay) [12]. Endogenne naciecia DNA tworzg sie w
sposéb naturalny podczas spermatogenezy, gdyz umozliwiajg i utatwiajg wymiane
histondw na protaminy. Powstajg dzieki aktywnos$ci endogennych nukleaz. Enzymy te
wraz z topoizomerazg Il odgrywaja istotng role zaréwno w nacinaniu DNA, jak i
faczeniujego konicow [55]. Pozostanie nacie¢ w chromatynie plemnikdw -jak sugerujg
niektdérzy autorzy - wskutek nieprawidtowej aktywnosci endonukleaz itopoizomerazy
I, prowadzi do zaburzen protaminacji i dalej kondensacji DNA, czego efektem jest
obnizona zdolno$¢ plemnikow do zaptodnienia [22,26,48,55].

Obecnos¢ zatem nacie¢c DNA w ejakulowanych plemnikach moze odzwierciedla¢
zaburzenia spermatogenezy prowadzace do uwalniania z nabtonka plemnikotwdérczego
plemnikéw z niedojrzatg chromatyna. Plemniki te przewaznie majg ultrastrukturalne
zmiany wjadrze, ktére sag wyrazem molekularnych zaburzen kondensacji. Chromatyna
ich wykazuje morfologiczne cechy niedojrzatosSci: ziarnistg i wiéknistg substrukture,
zawiera jasne wakuole i inkluzje btonowe [24,50], co zaobserwowano réwniez w
badaniach witasnych (ryc. 6). Tak zmienione plemniki niekoniecznie muszg wykazywacé
morfologiczno-funkcjonalne zmiany, stwierdzane w rutynowej analizie [22,48,50,55].
Dlatego tez-jak dyskutowano wczesniej - nie zawsze plemniki z nacieciami DNA
to komorki z obnizonym ruchem czy nieprawidtowa morfologig. Podejrzenie zaburzen
kondensacji chromatyny sktania do dalszej diagnostyki zarowno mikroskopowo-
elektronowej, jak i molekularnej dla wykrycia endogenne naciecia DNA. Nie mozna
réwniez poming¢ faktu, ze fragmentacja DNA moze by¢ efektem apoptozy zachodzacej
w plemnikach [22,24,26,55].

Apoptoza plemnikow

Apoptoze w nabtonku plemnikotwdrczym mozna rozwazaé jako proces
kontrolujacy i ograniczajgcy nadmierng proliferacje spennatogonii, pozwalajacy na
ustalenie odpowiedniej liczby komérek, ktére dalej beda podlegaty podziatom i
réznicowaniu [54]. Ponadto, programowana $mieré komaérek umozliwia eliminowanie
uszkodzonych komdrek pojawiajgcych sie podczas regularnej spermatogenezy, co
ogranicza liczbe nieprawidtowych plemnikéw uwalnianych zjadra. Z drugiej jednak
strony nadmierna apoptoza w nabtonku plemnikotwérczym moze by¢ wyrazem zaburzen
spermatogenezy wywotanych przez czynniki genetyczne, parakrynne czy
Srodowiskowe lub tez moze wynika¢ z zaburzen kontroli i regulacji samego procesu
programowanej $mierci. W takich przypadkach prowadzi to do sterylnosci
[23,30,49,60,61].
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RYCINA 6. Obserwacje mikroskopowo-elektronowe plemnikéw pacjenta z oligoastenoteratozoospermia,
u ktérego odsetek plemnikéw TUNEL-pozytywnych wynosit 25% (ryc.2.); A,B,E: przekr6j przez
gtéwke plemnika otoczong cytoplazmg zawierajaca btoniasty i ziarnisty materiat, witki (szara strzatka)
izdegenerowane mitochondria (biata gwiazdka) (E); chromatyna plemnika wykazuje cechy morfologicznej
niedojrzatosci odzwierciedlajace zaburzenia kondensacji chromatyny - jasne wakuole (A,B,E) niekiedy
zawierajace btony (B,E) oraz ziarnista jej substruktura (E); C,D: cytoplazmatyczne konglomeraty
przypominajace ciatka apoptotyczne (28) zawierajgce btoniasty i ziarnisty materiat oraz czesciowo
zdegradowane struktury plemnika - fragmenty nieprawidtowo skondensowanej chromatyny (czarna
strzatka), akrosomu (biata strzatka), witki (szara strzatka) i wstawki (czarna strzatka); transmisyjny
mikroskop elektronowy - JEM-1200 EX (JOEL Ltd, Tokyo, Japan); Ax31000, Bx15000, CxI2000,
Dx 14000, Ex 16000
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Wydaje sie, ze apoptoza komorek plemnikotwdrczych nie jest procesem do konca
skutecznym, gdyzejakulowane plemniki moga wykazywa¢ molekularne i morfologiczne
cechy komaérek apoptotycznych [3,24,26,55]. W ejakulowanych plemnikach wykazano
subpopulacje plemnikow z powierzchniowg fosfatydyloseryng. Taka lokalizacja na
btonie komorkowej odzwierciedla molekularne jej zmiany w poczatkowym etapie
apoptozy [4,14,15,51]. Ponadto u nieptodnych mezczyzn, zwtaszcza w przypadku ztej
jakosci nasienia, stwierdzono réwniez duzy odsetek plemnikéw (nawet 50%)
wykazujgcych na swej powierzchni ekspresje biatka Fas, zawierajgcego domeny
$mierci, zaangazowanego w inicjacje apoptozy [55,56]. Z kolei, wielu autoréw -jak
omawiano powyzej - zidentyfikowato w nasieniu plemniki z nacieciami DNA, ktére
mozna odnie$¢ do koAcowego etapu apoptozy [12,22,24,26,32,33,50,51,55]. Natomiast
obserwacje ultrastrukturalne, opisywane przez niektorych autoréw iprzeprowadzone
w badaniach wiasnych, ujawniajg liczne zmiany w jadrze plemnika, wstawce czy witce,
mogace odzwierciedla¢ morfologiczne etapy apoptozy plemnikéw [3,24, 17c. 6].
Ponadto w nasieniu stwierdza sie liczne cytoplazmatyczne konglomeraty zawierajgce
fragmenty struktur plemnika odnoszone czesto do ciatek apoptotycznych pojawiajgcych
sie w konncowym etapie programowanej Smierci [24, ryc. 6]. Zastanawiajace jest,
dlaczego pomimo toczacej sie apoptozy w nabtonku plemnikotwdrczym, w ejakulacie,
zwiaszcza pacjentow nieptodnych, pojawiajg sie komorki apoptotyczne? Dlaczego nie
sg one usuwane na terenie jadra czy tez dalej najagdrza? W ostatnich latach zostato
sformutowane pojecie abortive apoptosis, ttumaczace uwalnianie z gonady komérek
apoptotycznych - ijak mozna oczekiwacé - ciatek apoptotycznych niefagocytowanych
przez komorki Sertoliego wskutek braku synchronizacji spermatogenezy z apoptozg,
ktéra w takim przypadku moze by¢ procesem niekompletnym iniespetniajgcym swojej
roli, czyli nieeliminujacym uszkodzonych komérek [55,56]. Wydaje sie, ze ten brak
synchronizacji szczegdlnie ma silny wyraz kliniczny w przypadku pacjentdéw nieptodnych,
u ktorych obok nieprawidtowych rutynowych parametréw plemnikow, stwierdza sie
ich ultrastrukturalne zmiany odnoszone do komorek apoptotycznych; podobnie u
pacjentow o niewyjasnionej nieptodnosci, u ktérych wystepuje brak zmian w rutynowych
parametrach plemnikéw, ale u ktérych moze wystepowac wysoki odsetek plemnikéw
z nacigciami DNA [24,33,34,51,65].

Manicardi i wsp. sugerowat, ze obecnos$¢ nacie¢c DNA plemnikéw niekoniecznie
musi wskazywac¢ na apoptoze tych komorek [48]. Zaburzenia struktury chromatyny
zwigzane z nieprawidtowajej kondensacjg moga by¢ objawem zaburzen spermiogenezy,
w ktoérej dochodzi szczeg6lnie do silnej kondensacji materiatu genetycznego. Zaktdcenie
tego procesu prowadzi do uwolnienia niedojrzatych form plemnikéw [49], o czym
wspomniano powyzej. Wynika z tego, ze identyfikacja tylko nacie¢ DNA plemnikdéw
jest niewystarczajgca do stwierdzenia obecnos$ci komérek apoptotycznych w nasieniu,
tym bardziej ze mogg one pojawia¢ sie wskutek stresu tlenowego i obnizonego potencjatu
antyoksydacyjnego nasienia [36].
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Stres tlenowy zmniejsza integralnos¢ DNA plemnikéw

Integralno$¢ DNA plemnikéw moze zaleze¢ od ilosci reaktywnych fonn tlenu (ROS
-reactive oxygen species) w meskich drogach ptciowych. W ilosciach fizjologicznych
ROS sgniezbedne do prawidtowego funkcjonowania gamet. Prawidtowa ich zawartos¢
jest utrzymywana dzieki rownowadze pomiedzy ich generowaniem a potencjatem
antyoksydacyjnym plemnikéw i nasienia (katalaza, dysmutaza ponadtlenkowa,
peroksydaza glutationu, albuminy, tauryna, askorbinian, moczany) [4,22]. Zwiekszona
ilo$¢ nacie¢ DNA pojawia sie pod wptywem stresu tlenowego (zaburzona rownowaga
pomiedzy generowaniem ROS a procesami antyoksydacyjnymi) wyrazonego zwiek-
szong iloScig ROS w nasieniu [4,22].

Barroso i wsp. [4] wykazali istotng korelacje miedzy odsetkiem plemnikéw z
nacieciami DNA a wartosciami ROS w nasieniu nieptodnych pacjentéw. Podobne
wyniki otrzymano w badaniach in vitro, w ktérych plemniki poddane byty dziataniu
H,0, [2,11,14,45,52,53]. Zwiekszony odsetek plemnikéw z nacieciami DNA stwier-
dzono takze we frakcji plemnikdw z obnizong ruchliwosciag, w ktérej byta rowniez
podwyzszona generacja ROS w pordéwnaniu z frakcjg komérek ruchliwych [4]. Ponadto,
Aitken iwsp. [2] wykazali obnizongruchliwos$¢ plemnikéw, zwiekszong fragmentacje DNA
plemnikéw oraz upo$ledzone zdolnosci plemnikow do fuzji z oocytami pod wptywem stresu
tlenowego. Sugeruje to powigzanie integralnosci genomu plemnikdéw, ich morfologiczno-
funkcjonalnych parametréw i stresu tlenowego. Ttumaczy¢ to moze rowniez podwyzszony
odsetek plemnikéw z uszkodzonym DNA w przypadku mezczyzn nieptodnych ze zig
jakoscig nasienia, u ktérych stwierdza sie niekiedy obnizony potencjat antyoksydacyjny
nasienia [36]. Suplementacja in vitro askorbinianem zmniejsza generacje ROS wywotang
H,0, iprzez to fragmentacje DNA plemnikéw [11].
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ROLA PROLAKTYNY
W UKEADZIE PLCIOWYM MESKIM

ROLE OF PROLACTIN IN MALE REPRODUCTIVE SYSTEM

Maria LASZCZYNSKA

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii, Pomorska Akademia Medyczna, Szczecin

Streszczenie: Prolaktyna (PRL), biatkowy hormon o masie czasteczkowej ok. 23 kD jest syntetyzowa-
na gtéwnie w komérkach przysadki mézgowej, ale réwniez i inne komérki organizmu moga produkowac
ten hormon. Przysadkowe laktotrofy wykazujg morfologiczng i funkcjonalng heterogenno$¢ w zalezno-
§ci od pici, a syntetyzowana PRL ulega wielu potranslacyjnym modyfikacjom. PRL ijej molekularne
warianty moga wptywac na rézne procesy biologiczne, a wydzielanie tego hormonu jest regulowane
przez r6znorodne czynniki stymulujace i hamujgce. W ukfadzie ptciowym meskim PRL wptywa nie
tylko na morfologie i funkcje jadra, ale rbwniez najadrza, pecherzykdw nasiennych, prostaty i plemni-
kéw. PRL moze dziata¢ bezposrednio przez swoje receptory zlokalizowane w tych narzadach, jak
réwniez posrednio przez wptyw na uwalnianie gonadotropin i na wydzielanie testosteronu. Przedsta-
wiono budowe i lokalizacje receptoréw PRL w narzgdach meskiego uktadu piciowego, jak réwniez
dziatanie tego hormonu w tych narzagdach w nastepstwie hiperprolaktynemii. Mimo dobrze poznanego
i udokumentowanego mechanizmu dziatania PRL w uk}adzie ptciowym zeriskim wptyw tego hormonu
na uktad ptciowy meski nie zostat jeszcze szczegbtowo wyjasniony i wymaga dalszych badan.

Stowa kluczowe-, prolaktyna, jadro, najadrze, plemniki, pecherzyki nasienne, prostata, receptory prolak-
tyny, hiperprolaktynemia.

Summary: Prolactin (PRL), the protein hormone of molecular weight of approximately 23 kD is synthe-
sized mainly by the cells of adenohypophysis. However, other cells are capable of producing this
hormone too. Pituitary lactotrophs demonstrate morphological and functional sex dependent heterogene-
ity and synthesized PRL undergoes variable posttranslational modifications. Prolactin and its structural
variants can influence many biological processes and secretion ofthis hormone is controlled by numerous
releasing and inhibiting factors. In the male reproductive system PRL affects not only the morphology
and function of testis, but also epididymis, seminal vesicles, prostate and spermatozoa. Prolactin may
act directly through its receptors localized within these organs and indirectly through regulation of
gonadotropins liberation from the pituitary gland or testosterone secretion from the testis. The structure
and localization of prolactin receptors in the male reproductive tract were discussed in the study. The
effect of this hormone following hyperprolactinemia was also determined in the organs mentioned above.
Unlike the effect of PRL on the female reproductive system, which is well established and determined,
the influence ofthis hormone on the male reproductive system has not been fully investigated and further
studies in this area are required.
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Key words', prolactin, testis, epididymis, spermatozoa, seminal vesicles, prostate, prolactin receptors,
hyperprolactinemia.

Wykaz skrotow: PRL {prolactin) - prolaktyna, OT (oxytocin) - oksytocyna, TRH {thyrotropin-
releasing hormone) - hormon uwalniajacy tyreotroping, DA {dopamine) - dopamina, PrRP {prolactin-
releasingpeptide) - peptyd uwalniajacy prolaktyne, RT PCR {reverse transcriptase-polymerase chain
reaction) - technika odwrotnej taricuchowej reakcji polimerazy, GH {growth hormone) - hormon wzro-
stu, 1L-6, 11 {interleukin 6, 11) - interleukina 6, 11, EPO {erythropoietin) - erytropoetyna, TPO
{trombopoietin) - trombopoetyna, G-CSF {granulocyte colony stimulatingfactor) - czynnik stymulu-
jacy wzrost kolonii granulocytéw, Nb2 - linia komoérkowa chloniaka, JAK 2 {Janus kinase) - kinaza
tyrozynowa z rodziny Janus, STATs {signal transducers and activators oftranscription) -  czynniki
transkrypcyjne, Ras/Raf/kinazy MAP {mitogen activated protein kinases) - kinazy biatkowe aktywo-
wane mitogenem, Src - Kkinaza tyrozynowa z rodziny Src, LH {luteinizing hormone) - lutropina, T3
{triiodothyronine) -tréjjodotyronina, FSH (follicle-stimulating hormone) - folitropina, T {testosterone)
- testosteron, DHT {dihydrotestosterone) - dwuhydrotestosteron.

WSTEP

Prolaktyna (PRL) jest najstarszym filogenetycznie hormonem przysadkowym i
jednoczesnie najbardziej wielostronnym, poniewaz reguluje réznorodne procesy
fizjologiczne. Badania nad tym hormonem rozpoczety sie pod koniec lat dwudziestych
ubiegtego stulecia i do chwili obecnej przypisuje sie prolaktynie wptyw natak r6znorodne
procesy, jak: osmoregulacja, metabolizm, wzrost i rozwdj, zachowanie, rozréd [2, 7,
28,35] oraz nagruczot mlekowy [2,14,35], uktad immunologiczny [2,35,42], nerwowy
[2,7], endokrynologiczny [2,18] irozrodczy [2,5,26,35].

Na podstawie licznych doniesien, od wielu lat wiadomo, ze w uktadzie ptciowym
meskim PRL wptywa nie tylko na morfologie i funkcjejadra [23, 25,26], ale rowniez
najadrza [23], gruczotdw dodatkowych [23,34] iplemnikéw [23,24]. PRL moze dziata¢
bezposrednio przez swoje receptory zlokalizowane w tych narzadach [2,8,11,15,32],
jak réwniez posrednio przez wptyw na uwalnianie gonadotropin i na wydzielanie
testosteronu [12, 23].

Mimo dobrze poznanego i udokumentowanego mechanizmu dziatania PRL w
uktadzie ptciowym zenskim wptyw tego hormonu na uktad ptciowy meski nie zostat
jeszcze szczegOtowo wyjasniony. Wystepujg réznice zwigzane z syntezg PRL w
laktotrofach, regulacjajej wydzielania i docelowym dziataniem tego honnonu na narzady
w obu tych uktadach. Ostatnio przedstawiono mechanizm dziatania PRL w uktadzie
rozrodczym samicy [5]. Celem tego artykulu jest zaprezentowanie PRL jako
heterogennego hormonu, przedstawienie budowy i lokalizacji receptoréw prola-
ktynowych w narzagdach meskiego uktadu ptciowego, jak rowniez wykazanie wptywu
PRL na te narzady. W pracy zostang rowniez przedstawione wyniki badan dotyczace
wptywu PRL na jadro, najgdrze, pecherzyki nasienne i plemniki w nastepstwie
hiperprolaktynemii [23,24,25].
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HETEROGENNOSC PROLAKTYNY
MODYFIKACJE POTRANSKRYPCYJNE
| POTRANSLACYJNE

W 1980 roku sklonowano gen dla ludzkiej PRL zlokalizowany na chromosomie 6.
Produktem transkrypcji genu PRL jest biatkowy hormon o masie czasteczkowej 23
kD, ktory w takiej formie jest syntetyzowany nie tylko w komérkach przysadki, ale
réwniez iw innych komoérkach inarzadach organizmu [14,35]. Jest to gtéwna, krgzaca
z krwig forma PRL zwana réwniez matg PRL {little PRL) w odréznieniu od
polimerycznej duzej formy (big PRL) o masie czasteczkowej 45-50 kD, czy
multimerycznej bardzo duzej formy (big big PRL) o m. cz. 150-170 kD [3, 17].
Zarowno transkrypcja genu PRL, jak ijej sekrecja moze by¢ regulowana przez czynniki
stymulujace i hamujace wydzielanie tego hormonu [1,10,19,35].

Prolaktyna ulega wielu potranslacyjnym modyfikacjom. Moze byé glikozylowana
w aparacie Golgiego, a w wyniku tego procesu powstaje produkt 25 kD, moze by¢
takze fosforylowana, ulega¢ deamidacji, siarczanowaniu oraz dimeryzacji i poli-
meryzacji. PRL moze réwniez ulegaé rozszczepieniu do mniejszych fragmentéw: 8
kD, 16 kD i 22 kD. [37]. Ten ostatni fragment 22 kD - (PRL 1-173) znany jako
kalikreina, jest specyficznym produktem sekrecyjnym w laktotrofach u szczuréw ptci
zenskiej, niewykrytym natomiast u szczuréw samcow. To rozszczepienie ma réwniez
swoje odbicie na poziomie tkanki docelowej, gdzie zidentyfikowano specjalne receptory
dla fragmentu PRL 16 kD (PRL 1-148) w moézgu, nerce, watrobie i komdrkach
$rodbtonka [35], ale nie w narzagdach meskiego uktadu ptciowego. Sugeruje sie wazng
role tego rozszczepionego fragmentu PRL 16 kD - wplyw na zahamowanie
angiogenezy [7]. Molekularne warianty PRL mogg réwniez dziata¢ jako auto- lub
parakrynowe regulatory. W przysadce mdzgowej, produkt rozszczepienia PRL 16 kD
moze dziata¢ parakrynowo, wywierajgc mitogenny efekt na przysadkowe gonadotrofy,
tyreotrofy, jak rowniez somatotrofy i kortykotrofy [35]. Natomiast inny potranslacyjny
produkt PRL dziata w sposéb autokrynowy na laktotrofy regulujgc ich wtasna sekrecje.
W uktadzie ptciowym meskim PRL 23 kD odgrywa wazng role w regulacji funkcji
reprodukcyjnych [35,37,40]. Ten biatkowy hormon wptywa nie tylko najadro ijagdrowg
steroidogeneze, ale takze na najadrze, nasieniow6d i gruczoty dodatkowe przez swoje
receptory zlokalizowane w tych narzadach [2, 9,27, 34, 40].

HETEROGENNOSC PRZYSADKOWYCH LAKTOTROFOW
W ZALEZNOSCI OD PLCI

Laktotrofy przysadki mézgowej, w przeciwienstwie do pozostatych typdw komorek
tego gruczotu, wykazujgréznorodnosé komdrkowa i to zaréwno morfologiczna, jak i
funkcjonalng [38].
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Ro6znorodno$¢ morfologiczna, u dojrzatych ptciowo szczuréw samcOw, ocenianajest na
podstawie ksztattu komorek laktotropowych, wielkosci i ksztattu ziaren sekrecyjnych oraz r6znego
stopnia organizacji organelli komérkowych [38]. Laktotrofy charakteryzujg sie owalnym,
wielobocznym lubwydtuzonym ksztattem i moznaje podzieli¢ na 3 typy komorek wydzielajacych
PRL: niedojrzaty, z matymi ziarnami sekrecyjnymi o $rednicy 100 nm i stabo rozwinietymi
organellami komdrkowymi; posredni, z okragtymi ziarnami o $rednicy 150-250nm iumiarkowanie
rozwinietymi organellami oraz dojrzaty typ komorek, zawierajacy duze, polimorficzne ziarnao
Srednicy 300-700 nm i dobrze rozwiniete organelle komérkowe. Dla przysadek samcow
szczurzych charakterystycznyjest posredni typ komérek i stanowi on 50% wszystkich komorek
wydzielajacych ten honnon, natomiast dlaprzysadek samic szczurzych-typ dojrzaty. Saréwniez
doniesienia, ze u szczuréw samcOw przeksztatcanie si¢ poszcze-géinych typéw komoérek
wydzielajacych PRL zachodzi pod wptywem niektorych czynnikéw stymulujacych wydzielanie
PRL, takich jak: estradiol, oksytocyna (OT), hormon uwalniajacy tyreotropine (TRH) oraz
tyroksyna, co w efekcie moze modulowac wydzielanie PRL.

Réznorodnos$¢ funkcjonalna laktotroféw manifestuje sie ich podziatem na wiele
subpopulacji [38], ktdre u samcOw i samic szczurzych rdznig sie miedzy innymi:
podstawowym wydzielaniem PRL, jak rowniez odpowiedzigna czynniki stymulujace
i hamujgce wydzielanie tego hormonu, takie jak: dopamina (DA) [1], TRH, endoteliny
[20] czy tez peptyd uwalniajacy prolaktyne (PrRP) [39]. W literaturze spotyka sie
duzo informacji dotyczacych laktotrofow u samic, natomiast mato jest doniesien odnosnie
laktotrofow u samcow [20,39]. Stwierdzonojednak, ze u samcOw szczurzych wystepuja
subpopulacje laktotroféw z r6zng odpowiedzigna DA i TRH.

Przysadkowe laktotrofy wykazujgtakze roznice w ich rozmieszczeniu w przysadce,
jak réwniez w ich zawartosci procentowej w zaleznosci od pici. Wykazano, ze u
szczurow samcow laktotrofy sg porozrzucane w przedniej czesci przysadki mozgowej,
a czasami tworzg tylko skupienia. Natomiast u samic laktotrofy sg zlokalizowane
gtéwnie w czesci obwodowej i centralnej przysadki. U samic szczurzych laktotrofy
stanowig 54% wszystkich komadrek przedniej czesci przysadki mézgowej, natomiast u
samcow - 37%. Ta mniejsza zawarto$¢ procentowa laktotrofow u szczuréw samcow,
jak réwniez duzaréznorodnos$¢ morfologiczna i funkcjonalna tych komaérek u obu pici
moze korelowac z rézng sekrecjg PRL u tych zwierzat.

RECEPTORY PROLAKTYNY W UKEADZIE PLCIOWYM MESKIM

W ciggu ostatnich 30 lat receptory PRL, w meskim uktadzie ptciowym, wykryto w:
jadrze, najadrzu, pecherzykach nasiennych, nasieniowodzie, prostacie i plemnikach [8,
9, 11, 15, 16, 31, 32, 33]. Stosowano r6zne metody do wykrywania receptorow PRL
zaréwno w warunkach in vivo, jak iin vitro. W narzadach meskiego uktadu ptciowego
receptory lokalizowano immunohistochemicznie na poziomie mikroskopu $wietlnego i
elektronowego [9, 11, 15, 31], autoradiograficznie [32], metodg hybrydyzacji in situ
[11, 15, 32] oraz metoda northern blot i western biot, jak rowniez obecnos¢ mRNA
receptora PRL oceniano metodg RT PCR [8, 9, 29, 31, 33].
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Budowa receptora PRL zostata ostatnio szczegdtowo przedstawiona w wielu
artykutach [2, 7, 9, 35, 42], rowniez i w Postepach Biologii Komarki [5], dlatego nie
bedzie szczeg6towo omdwiona w tym artykule. Receptory PRL nalezg do rodziny
receptoréw cytokinowych Kklasy I, do ktérej takze nalezareceptory dla hormonu wzrostu
(GH), interleukiny 6 (IL-6), IL-11, erytropoetyny (EPO), trombopoetyny (TPO),
czynnika stymulujacego wzrost kolonii granulocytéw (G-CSF) iwielu innych cytokin
[2,42]. W latach dziewigédziesigtych odkryto trzy formy receptora PRL: krétka (42-
kD), posrednig (65-kD) i dtuga (80-kD) [42]. Wszystkie te formy sktadajg sie z 3
czesci: pozakomdrkowej, przezbtonowej i cytoplazmatycznej, aréznigsie tylko dtugoscia
i sktadem aminokwasowym czes$ci cytoplazmatycznej. U szczura i myszy stwierdzono
obydwie formy receptora dtuga i krotka, u cztowieka forme dtuga, natomiast forma
posrednia receptora PRL wystepuje u szczura w komorkach Nb2 (linia komdrkowa
chtoniaka) [2, 32,42], a ostatnio wykryto jg réwniez w prostacie cztowieka [21].

Czasteczka PRL taczy sie z dwiema czgsteczkami receptora PRL i powoduje ich
dimeryzacje. Homodimeryzacja receptora daje poczatek kaskadzie procesdw
zachodzacych w cytoplazmie, takichjak: autofosforylacja kinaz tyrozynowych z rodziny
Janus (JAK 2) i fosforylacja przez nie biatek aktywujacych transkrypcje (STATS).
Oproécz szlaku JAK/STAT receptor PRL moze rowniez przekazywac sygnatw komorce
za pomocg innych szlakéw, takich jak: Ras/Raf/kinazy MAP czy tez kinaz
tyrozynowych z rodziny Src [7].

W jadrze, ekspresja genu receptora PRL byta wykazana u réznych gatunkéw:
szczura, barana, daniela i koguta [8, 11, 15, 16, 29, 32]. U szczura receptory PRL
wykryto w komdrkach Leydiga zlokalizowanych w tkance sSrodmigzszowej, jak rowniez

TABELA 1 Lokalizacja receptoréw PRL w narzadach meskiego uktadu ptciowego
u cztowieka i szczura

Narzad Komorki Receptor PRL forma  Receptor PRL forma
diuga i posrednia dtuga i krotka
cztowiek szczur

Jadro Komorki Leydiga + [9] + + [11,32]

Komérki Sertoliego - [9] + + [8,11,32]
Spermatogonie + [9] + + [11,32]
Spermatocyty + [9] ++ [11,32]
Spermatydy + [9] ++ [11,32]
Plemniki - [9] + + [U]

Najadrze Nabtonkowe + [9] ++ [32]

Nasieniowod Nabtonkowe + [9] ++

Pecherzyki Nabtonkowe + [9] ++ [32]

nasienne

Prostata Nabtonkowe ++ [9,31] ++ [32]
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w komdrkach nabtonka plemnikotworczego: komérkach Sertoliego, spermatogoniach,
spermatocytach, spermatydach i plemnikach [8, 11, 32]. Natomiast w najadrzu,
pecherzykach nasiennych iprostacie receptory PRL demonstrowano u tych gatunkéw
w komoérkach nabtonkowych [15, 31, 32, 33]. Ostatnio Hair i wsp. [9] przeprowadzili
badania nad ekspresjg receptora PRL w ludzkim jagdrze i narzgdach dodatkowych. Po
raz pierwszy wykazali oni lokalizacje receptorow PRL w komérkach Leydiga i
komérkach germinalnych, jak réwniez w komdrkach nabtonkowych najadrza,
nasieniowodu, pecherzykdw nasiennych i prostaty. Interesujgce wydaje sie poréwnanie
lokalizacji receptoréw PRL wjgdrze szczura [8, 11] i cztowieka [9]. W ludzkim jadrze
[9] komorki Leydiga wykazywaty stabg reakcje immunohistochemiczng na receptor
PRL w poréwnaniu z silng reakcja na ten receptor wystepujaca w nabtonku plemni-
kotwdrczym. Najsilniejszg reakcje immunohistochemiczng na receptor PRL wyka-
zywaly komérki od spermatocytow pachytenowych poczawszy, poprzez kolejne stadia
az do wydtuzajgcych sie spermatyd. Natomiast spermatogonie oraz spermatocyty
leptotenowe izygotenowe, jak rowniez i plemniki nie wykazywaty pozytywnej reakcji
immunohistochemicznej na ten receptor. Poniewaz badania te zostaty niedawno
wykonane na materiale pochodzgcym z sze$ciu biopsji ludzkich jader, dalsze badania
powinny by¢ kontynuowane réznymi metodami w celu potwierdzenia tej lokalizacji.
Przy uzyciu metody immunohistochemicznej i RT PCR wykazano u cztowieka obecno$é
dtugiej formy receptora PRL w jadrze i formy dtugiej i posredniej w prostacie [21].

DZIALANIE PROLAKTYNY NAJADRO

Wptyw PRL na funkcje jadra byt badany u réznych gatunkdw zaréwno w
warunkach in vitro, jak iin vivo [4, 26, 27, 30, 36]. Przyjmuje sie, ze PRL stymuluje
funkcjejadra u wiekszosci ssakéw [2]. W jadrze szczura komérki Leydiga sagtéwnymi,
docelowymi komérkami dla PRL ihormon ten utrzymuje w nich prawidtowa morfologie.
Komérki Leydiga maja receptory dla PRL i LH i hormony te uczestnicza w
steroidogenezie [11, 32]. W Swietle wspo6tczesnych badan wiadomo, ze PRL moze
dziata¢ na dwoch roznych poziomach steroidogenezy jadra. Z jednej strony moze
zwiekszac liczbe receptoréw dla LH, awiec wrazliwo$¢ jadra na odpowiedz centralna,
z drugiej moze razem z LH, bezpos$rednio stymulowac synteze androgenéw i obnizaé
aktywnos$¢ aromatazy. W komorkach Leydiga PRL, razem z LH, jest uznawana jako
regulator steroidogenezy [2]. Przeprowadzone badania in vitro wykazaty, ze PRL w
komdrkach Leydiga szczura, moze stymulowaé sekrecje zarowno testosteronu, jak i
estradiolu i efekt ten moze by¢ modulowany nie tylko przez LH, ale takze GH i T3
[30]. Natomiast ostatnio, grupa badaczy finskich, réwniez w badaniach in vitro,
wykazata polimorficzne, regulatorowe dziatanie PRL na mysie komorki Leydiga, zalezne
od czasu i dawki dodawanego hormonu i zaproponowata wewnatrzkomaérkowy
mechanizm dziatania PRL w tych komérkach [27].

Badania ostatnich lat wykazaty obecno$é receptoréw PRL, jak réwniez mRNA
dla tych receptorow, w komorkach nabtonka plemnikotworczego szczura. Receptory
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PRL zlokalizowano nie tylko w komorkach Sertoliego (forma dtuga i krotka) [8], ale
takze w komorkach germinalnych i plemnikach [11, 32]. Ze wzgledu na wielko$¢
swojej czasteczki, PRL nie jest w stanie sama dotrze¢ do przedziatu adluminalnego
kanalika kretego z powodu wystepowania bariery krew-jadro. W Swietle tych faktéw
przyjmuje sie, ze komorki Sertoliego po zwigzaniu sie z PRL sg transporterami tego
hormonu do spermatocytéw i spermatyd zlokalizowanych w przedziale adluminalnym.
Badania te potwierdzajg bezposredni wptyw PRL na komoérki germinalne zlokalizowane
w tym przedziale [11]. Komérki Sertoliego maja receptory dla PRL, jak rowniez dla
FSH. Wykazano, ze PRL stymuluje ilo$¢ receptoréow dla FSFI w komorkach Sertoliego,
z kolei FSFI reguluje ekspresje receptoréw PRL formy dtugiej w tych komorkach [8].
Mozna zatem przyjaé, ze PRL i FSH kontrolujg aktywno$é komérek Sertoliego. WyniKki
wielu badan wskazujg ze PRL wptywa na réznicowanie sie spermatocytow i na
spermiacje i moze by¢ uznawana jako potencjalny regulator spermatogenezy [8].
Wykazano ponadto, ze u myszy PRL jest syntetyzowana w jadrze lokalnie i moze
dziata¢ jako autokrynowy i parakrynowy czynnik modulujacy funkcje gonad [13]. Z
przedstawionych doniesien wynika, ze dziatanie PRL wjadrze zwigzane jest z dziataniem
klasycznych gonadotropin, LH i FSH, przez utatwienie i wzmocnienie dziatania tych
hormon6éw w promowaniu petnej jadrowej aktywnosci.

DZIALANIE PROLAKTYNY NANAJADRZE, NASIENIOWOD,
PECHERZYKI NASIENNE | PLEMNIKI

Wpltyw PRL na najadrze, nasieniowdd i pecherzyki nasienne nie jest tak dobrze
udokumentowany jak wpityw tego hormonu na jagdro. Wykazano jednak obecnos¢
receptoré6w PRL w komoérkach nabtonkowych tych narzadéw u szczura [32], daniela
[15], a ostatnio rowniez u cztowieka [9]. Obecnos$¢ receptoréw PRL w tych komdrkach
sugeruje, ze PRL jest mocno zaangazowana w regulacje procesdw sekrecji i absorpcji
i kontrole transportu ptynow przez btone komérkowa co jest zgodne z funkcjg PRL w
nabtonkach wielu innych gatunkéw. Badania na zwierzetach wykazaty, ze PRL dziata
razem z androgenami i stymuluje aktywnos$¢ tych narzadéw [2].

Od wielu lat wiadomo, ze najadrze jest narzgdem androgenozaleznym. Wykryto w
nim receptory dla wielu hormonéw, réwniez dla testosteronu (T), dwuhydrotestosteronu
(DHT) [44] i dla PRL [49, 32]. Poré6wnawcze badania immunohistochemiczne
przeprowadzone przez Jabbour i wsp. [15] wykazaty wiekszg ekspresje receptora
PRL w komérkach nabtonkowych najadrza anizelijadra, co moze potwierdzaé wazng
role PRL w tym narzadzie. Chociaz doktadna rola tego hormonu w najadrzu pozostaje
jeszcze do wyjasnienia, to od dawna postuluje sie, ze PRL w najgdrzu petni podobne
funkcje jak wjadrze igruczotach dodatkowych. W komoérkach nabtonkowych najadrza

k PRL moze dziata¢ jako regulator steroidogenezy. Wykazano, ze hormon ten moze
modulowa¢ aktywno$¢ aromatazy i 5oc-reduktazy katalizujacej przejscie T do DHT.
PRL stymuluje réwniez wychwytywanie testosteronu przez komorki nabtonkowe
najadrza, jak réwniez stymuluje jprodukcje steroidéw najgdrzowych. Ostatnio w
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badaniach in vitro stwierdzono synteze androgenéw w komoérkach nabtonkowych
najadrza szczura [41], co potwierdza steroidogenny charakter tych komérek. W najadrzu
ssakow PRL moze jeszcze wptywaé na wiele innych proceséw [2]. Utrzymuje ona
wiasciwy ciezar tego narzadu oraz reguluje transport ptynu przez najadrze. PRL moduluje
réwniez aktywnos¢ niektérych glikozydaz najadrzowych, ktére jak wiekszos¢ innych
enzymdow sg androgenozalezne. Hormon ten wptywa takze na procesy zwigzane z
syntezg i sekrecjabiatek najagdrzowych. Sgréwniez doniesienia o stymulujacym wplywie
PRL na wydzielanie kwasow sialowych u szczurow poddanych orchidektomii, jak
réwniez itakie, ze przy catkowitym braku androgendéw, PRL wptywa regenerujgco na
nieprawidtowe komérki nabtonkowe najadrza.

Pecherzyki nasienne sa waznymi gruczotami w meskim uktadzie piciowym, poniewaz
ich wydzielina stanowi duzg czes$¢ ejakulatu. Gruczoty te sg androgenozalezne iréwniez
wykryto w nich receptory dla PRL [9, 32]. Podobnie jak w najadrzu, tak i w peche-
rzykach nasiennych PRL stymuluje wiele proceséw zachodzgcych w tych gruczotach,
chociaz na niektére wptywa hamujaco. Wykazano, ze PRL podwyzsza stezenie lipidow
w wydzielinie pecherzykdw nasiennych, jak réwniez stymuluje procesy lipogenezy i
podwyzsza aktywno$é kwasnej fosfatazy w tych gruczotach, natomiast wptywa hamujaco
na procesy glikozylacji zachodzgce w komaérkach nabtonkowych [2].

W ciggu ostatnich Kilku lat pojawity sie informacje o dziataniu PRL na plemniki i
nasienie. Badania na szczurach wykazaty obecnos¢ receptoréw PRL w tych komérkach
[11], natomiast w ludzkich plemnikach Hair i wsp. [9] nie stwierdzili obecnosci tego
receptora w badaniach immunohistochemicznych. Na podstawie r6znych bada mozna
przyja¢, ze PRL zwieksza wigzanie Caz do plemnikow oraz stymuluje transport
ejakulowanych inajadrzowych plemnikéw. Wykazano réwniez, ze hormon ten stymuluje
metabolizm energetyczny plemnikow; podwyzsza aktywno$¢é ATP-azy, stezenie
fruktozy, jak rowniez glikozylacje, natomiast obniza zawarto$¢ Zn2+[2,35]. Od dawna
wiadomo, ze PRL jest obecna w plazmie nasienia i wptywa na rézne funkcje plemnikéw.
Ludzkie nasienie zawiera wysokie stezenie PRL, 1,6 razy wyzsze anizeli w surowicy
[35]. Sugeruje to, ze PRL musi by¢ syntetyzowana lokalnie lub jest aktywnie
transportowana z osocza. Wykryto juz pozaprzysadkowe zrédta PRL, do ktérych zalicza
sie rowniez jadro i prostate [13, 40]. Wydaje sie, ze PRL moze by¢ réwniez
syntetyzowana przez najadrze i pecherzyki nasienne, poniewaz jej stezenie spada o
okoto 50% po wazektomii, ale to wymaga jeszcze potwierdzenia i dalszych badan.
PRL jest rowniez proponowanajako odwracalny srodek meskiej antykoncepcji. Badania
przeprowadzone na psach [36] wykazaly, ze podawanie PRL w dawce 600 mg/kg
m.c. przez 3 miesigce powoduje spadek ilosci plemnikéw az do azoospermii, spadek
ruchliwosci tych komorek, jak réwniez wzrost ilosci plemnikéw nieprawidtowych.
Proces ten jednak jest odwracalny, poniewaz po 3 miesigcach po wycofaniu tego
hormonu, zawarto$¢ spermy normalizuje sie i psy zachodza w cigze.
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DZIALANIE PROLAKTYNY NAPROSTATE

Dziatanie PRL na prostate, z uwzglednieniem jej podziatu na ptaty, jest tak szerokie,
ze przekracza ramy tego artykutu, dlatego ogranicze sie do przedstawienia
najwazniejszych informacji dotyczgcych wptywu PRL na ten gruczot. Podobnie jak w
jadrze, najadrzu ipecherzykach nasiennych receptory PRL wykryto réwniez w prostacie
[9, 31, 32]. W badaniach in vitro wykazano, ze androgeny i estrogeny stymulujg
ekspresje receptorow PRL w hodowanych komérkach nabtonkowych prostaty. PRL
moze wigzac sie ze swoim receptorem bezposrednio i stymulowa¢ aktywnosci 5a-
reduktazy. W ten sposéb hormon ten zwieksza konwersje T do DHT w prostacie. Od
wielu lat wiadomo, ze PRL jest wymagana dla rozwoju prostaty i réwniez stymuluje
wzrost dojrzatego gruczotu. U gryzoni hormon ten moze wzmaga¢ wptyw T na prostate
przez wzrost gestosci jadrowych receptoréw androgenowych [35]. Sg rowniez
doniesienia, ze PRL moze dziata¢ na prostate niezaleznie od T. W prostacie ssakow
PRL wplywa takze na wiele innych proceséw [2]. Produkcja kwasu cytrynowego,
pierwszorzedowa funkcja prostaty jest bezposrednio zwiekszana przez PRL przez
stymulacje syntezy tego kwasu i zahamowanie jego rozpadu. Réwniez proliferacyjne
iwydzielnicze funkcje komdrek nabtonkowych prostaty sg stymulowane przez PRL u
cztowieka i gryzoni. Reiter i wsp. [34] wykazali, ze PRL, GH i LH, niezaleznie lub
synergistycznie z androgenami, odgrywajg znaczacg, fizjologiczngrole w tym narzadzie.
Od dawna juz wiadomo, ze stezenie PRL w surowicy wzrasta z wiekiem i to moze
miec zwigzek z rozwojem réznych procesdw patologicznych, miedzy innymi hiperplazja
i rakiem prostaty [34]. PRL jest rowniez syntetyzowana w prostacie lokalnie ito nie
tylko w komdrkach nabtonkowych tego gruczotu [31], ale réwniez, jak wykazano w
badaniach in vitro, w komérkach miesniowych gtadkich [40]. PRL syntetyzowana w
prostacie lokalnie moze dziata¢ autokrynowo, parakrynowo i intrakrynowo wptywajac na
wzrost i roznicowanie prostaty oraz na procesy sekrecyjne w dojrzatym gruczole [31].

NASTEPSTWA HIPERPROLAKTYNEMII
W UKELADZIE PLCIOWYM MESKIM

W odniesieniu do fizjologicznych stezen PRL hypoprolaktynemia jest spotykana
stosunkowo rzadko [22], natomiast podwyZszone stezenia PRL sg czesto przyczyng
hiperprolaktynemii, ktéra moze mie¢ rézngetiologie [6,17,25,43].

Nastepstwem hiperprolaktynemii w jadrze moze by¢ zaburzenie czynno$ci gonad,
jak réwniez nieptodnos$é, ktdra manifestuje sie takimi objawami, jak: ostabienie potenc;ji,
anawet catkowitg impotencja, ostabieniem libido, oligozoospermia, azoospermia, czasami
niskim stezeniem testosteronu i hipogonadyzmem. Trudne jest jednak wyjasnienie
mechanizmu, ktory prowadzi do zaburzen ptodnosci u mezczyzn z hiperprolaktynemig
tylko na podstawie wynikéw badan klinicznych. Dlatego wiele doswiadczen
przeprowadzono na zwierzecych, modelach hiperprolaktynemii [23,24,25,36].
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RYCINA 1 Przekroje przez kanaliki krete jadra szczura z hiperprolaktynemi wywoan metokopramidem
(A iB). W $wietle kanaliéw zluszczone komoérki plemnkotwdrcze. Spermatydy stopna 13 luzno tkwi w
nabtonku plemnikotwérczym w kanaliku w stadium Xl (B) PAS, pow. 160 x (A), 670x (B)
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Badania przeprowadzone na szczurach wykazaty wjadrze przedwczesne uwalnianie
do Swiatta kanalikéw kretych niedojrzatych komdérek plemnikotwérczych (rye. 1) w
wyniku zaburzenia budowy potgczeh miedzy nimi a komdrkami Sertoliego, tzw.
specjalizacji komorek Sertoliego [23]. W badaniach tych stwierdzono réwniez
nieprawidtowe ustawienie akrosoméw wydtuzajacych sie spermatyd w stosunku do btony
podstawnej. To mogto by¢ przyczyng zaburzenia budowy potgczed miedzy komorkami
Sertoliego a tymi spermatydami i przedwczesnego ich uwalniania do $wiatta kanalika.
Obserwowano réwniez uwalnianie mtodszych (okragtych) spermatyd do Swiatta kanalika
(ryc. 2). Uwolnione do $Swiatta spermatydy czesto wykazywatly zmiany struktur
budujacych wstawke plemnika, brak aksonemy, jak réwniez zaburzenie lokalizacji wiékien
gestych. W badaniach tych prébowano wyjasni¢ mechanizm, za pomocg ktdrego
podwyzszone stezenia PRL wkraczajgw funkcje gonad. Objawem hiperprolaktynemii
jest mata liczba plemnikéw w najadrzu (ryc. 3). Badania w ME wykazatly zmiany w
budowie ultrastrukturalnej komorek nabtonkowych przewodu gtowy i ogona najadrza
szczurow z hiperprolaktynemia. Dotyczyty one gtownie siateczki endo-plazmatycznej
ziarnistej, aparatu Golgiego, mitochondridéw oraz powierzchni wy-dzielniczej tych komorek.
W mikroskopie elektronowym skaningowym; obserwowano mniej wydzieliny, mniej
mikrokosmkow, niskie i grube mikrokosmki, a nawet ich brak, jak rowniez fagocytoze
plemnikow przez komaérki nabtonkowe najadrza. To mogto sie przyczynia¢ do mniejszej
liczby plemnikéw obserwowanych w $wietle przewodu najadrza [23]. Stwierdzono
réwniez zmiany w plemnikach najadrzowych w nastepstwie hiperprolaktynemii ito w
badaniach ultrastrukturalnych, jak i w mikroskopie $wietlnym w odczynach
histochemicznych na okydoreduktazy zlokalizowane we wstawce plemnikéw [23,24].

PODSUMOWANIE

Mechanizm dziatania PRL w uktadzie ptciowym meskim niejest tak dobrze poznany
jak w uktadzie rozrodczym samicy. Nalezy jednak mie¢ nadzieje, zejuz nastepne badania
przyczynia sie do szczegdtowego wyjasnienia tego mechanizmu.
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RYCINA 2. Odrywajace sie spermatydy stopnia 7 (SP7) do Swiatta kanalika kretego szczura z
hiperprolaktynemigwywotang metoklopramidem (A i B). Cze$ciowy brak potaczen miedzy spermatyda
akomoérka Sertoliego (strzatka). Swiatto kanalika ($K), ciato resztkowe (CR), komérka Sertoliego (KS),

pow. 4200 x (A), 3500 x (B)
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RYCINA 3. Przekroj przez gtowe najadrza szczura kontrolnego (A) i ogon najadrza szczura z
hiperprolaktynemig wywotang metoklopramidem (B). Mato plemnikéw w $wietle przewodu ogona
najadrza (B), pow. 670 x (A, B)
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