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Streszczenie: Spermatogeneza jest z³o¿onym procesem, który obejmuje szereg zdarzeñ komórkowych i
biochemicznych prowadz¹cych do wytworzenia haploidalnych spermatyd z diploidalnych spermatogo-
niów. Prawid³owe ró¿nicowanie komórek germinalnych wymaga precyzyjnej regulacji endokrynnej obej-
muj¹cej dzia³anie gonadotropin i hormonów steroidowych oraz lokalnej kontroli przez czynniki parakry-
nowe i autokrynowe. Podczas spermatogenezy niezbêdne s¹ równie¿ oddzia³ywania pomiêdzy komór-
kami gonady poprzez wyspecjalizowane po³¹czenia miêdzykomórkowe. Struktury te odpowiedzialne s¹
za komunikacjê pomiêdzy komórkami i koordynacjê procesów metabolicznych. Po³¹czenia miêdzyko-
mórkowe po�rednicz¹ równie¿ w stabilnej adhezji miêdzykomórkowej oraz zapewniaj¹ optymalne �ro-
dowisko dla ró¿nicowania komórek germinalnych i ich migracji w nab³onku plemnikotwórczym. W
niniejszej pracy przedstawiono przegl¹d najnowszych badañ wskazuj¹cych znaczenie po³¹czeñ miê-
dzykomórkowych w gonadzie mêskiej oraz ich funkcjê podczas spermatogenezy. Ponadto, omówiono
rolê androgenów w regulacji dynamiki zmian strukturalnych po³¹czeñ miêdzykomórkowych w j¹drze.

S³owa kluczowe: po³¹czenia miêdzykomórkowe, gonada mêska, bariera krew-j¹dro, specjalizacje po-
wierzchniowe, androgeny.

Abstract: Spermatogenesis is a very complex process that involves an array of cellular and biochemical
events, collectively culminating in the formation of haploid spermatids from diploid spermatogonia. It is
widely accepted that germ cell differentiation requires endocrine regulation by gonadotropins and steroid
hormones, a local control through paracrine/autocrine factors, and, importantly, cell-cell interactions via
specialized cell junctions. These structures participate in the intercellular communication and coordina-
tion of cell metabolism. Moreover, cell junctions are known to mediate stable adhesion throughout
spermatogenesis and create a specialized environment necessary for germ cell development and move-
ment. The purpose of this review was to demonstrate the molecular structure of testicular cell junctions
and their involvement in the regulation of spermatogenesis. Moreover, we discussed recent findings
relating to the role of androgens in the regulation of cell junction dynamics in testis.
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1. WSTÊP

Dla prawid³owego przebiegu procesu spermatogenezy niezbêdna jest regulacja
endokrynna realizowana przez wielopoziomowy system okre�lany jako o� podwzgó-
rze-przysadka-j¹dro [79] oraz komunikacja parakrynna i autokrynna poprzez liczne
produkowane lokalnie czynniki bia³kowe [50]. Istotne znaczenie maj¹ równie¿ inte-
rakcje miêdzykomórkowe zapewnione przez specyficzne bia³ka adhezyjne tworz¹-
ce wyspecjalizowane po³¹czenia pomiêdzy s¹siaduj¹cymi komórkami Sertoliego lub
miêdzy komórkami Sertoliego i germinalnymi (ryc. 1).

Po³¹czenia te zapewniaj¹ integralno�æ nab³onka plemnikotwórczego, a dziêki in-
tensywnej przebudowie umo¿liwiaj¹ równocze�nie przemieszczanie siê komórek
germinalnych w kanaliku plemnikotwórczym. W nab³onku plemnikotwórczym, po-
dobnie jak w innych nab³onkach, zidentyfikowano trzy typy po³¹czeñ miêdzykomór-
kowych, które odpowiadaj¹ za adhezjê oraz komunikacjê miêdzykomórkow¹. S¹ to
po³¹czenia �cis³e zamykaj¹ce (ang. tight junctions), po³¹czenia zakotwiczaj¹ce lub
zwieraj¹ce (ang. anchoring junctions) oraz po³¹czenia komunikacyjne (ang. com-
municating junctions). Niektóre z tych po³¹czeñ tworz¹ barierê krew-j¹dro (BTB,

RYCINA 1. Struktura j¹dra z uwzglêdnieniem poszczególnych etapów ró¿nicowania komórek germinalnych
oraz ró¿nych typów po³¹czeñ miêdzykomórkowych w nab³onku plemnikotwórczym i tkance
interstycjalnej. KS � komórka Sertoliego, KO-M � komórka oko³okanalikowa-mioidalna, KL � komórka
Leydiga, Sg � spermatogonium, Sc I � spermatocyt pierwszego rzêdu, Sc II � spermatocyt drugiego rzêdu,
SdO � spermatyda okr¹g³a, SdW � spermatyda wyd³u¿ona.
FIGURE 1. Testicular structure with schematic representation of different stages of germ-cell development
and different junction types in seminiferous epithelium and interstitial tissue. KS � Sertoli cell, KO-M �
peritubular-myoid cell, KL �Leydig cell, Sg � spermatogonium, Sc I � primary spermatocyte, Sc II �
secondary spermatocyte, SdO � round spermatid, SdW � elongated spermatid.
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ang. blood-testis barrier), która wykazuje szereg specyficznych dla j¹dra cech,
ró¿ni¹cych j¹ od barier tkankowych wystêpuj¹cych w innych narz¹dach. Ponadto,
w j¹drze wystêpuj¹ typy po³¹czeñ miêdzykomórkowych, które charakteryzuj¹ siê
unikalnym dla tego narz¹du sk³adem bia³kowym, jak specjalizacje powierzchniowe
(ang. ectoplasmic specializations), po³¹czenia desmosomopodobne (ang. desmo-
some-like junctions, desmosome-gap junctions) oraz kompleksy cewkowo-bu³aw-
kowate (ang. tubulobulbar complexes). Liczne badania podkre�laj¹ znaczenie
wyspecjalizowanych struktur adhezyjnych w trakcie procesu spermatogenezy [12,
87]. Z uwagi na ogromn¹ ró¿norodno�æ bia³ek buduj¹cych poszczególne typy po³¹-
czeñ miêdzykomórkowych w gonadzie mêskiej, za³o¿eniem niniejszej pracy by³o
przedstawienie ich wybranej czê�ci. Ponadto, omówiono znaczenie androgenów w
regulacji funkcjonowania po³¹czeñ miêdzykomórkowych w j¹drze.

2. BARIERA KREW-J¥DRO

W nab³onku plemnikotwórczym komponentê somatyczn¹ stanowi¹ komórki Ser-
toliego, okre�lane równie¿ jako �komórki opiekuñcze spermatogenezy�, które dostar-
czaj¹ strukturalnego oraz od¿ywczego wsparcia dla ró¿nicuj¹cych siê komórek ger-
minalnych [40]. Ponadto, komórki Sertoliego wspó³tworz¹ BTB, nieprzepuszczaln¹
barierê warunkuj¹c¹ postêp spermatogenezy [44]. Bariera krew-j¹dro, dziêki regu-
lacji przenikania substancji potencjalnie szkodliwych dla spermatogenezy z naczyñ
krwiono�nych do przedzia³u adluminalnego nab³onka plemnikotwórczego, zapewnia
wyspecjalizowane mikro�rodowisko umo¿liwiaj¹ce prawid³owe ró¿nicowanie komó-
rek germinalnych. Do prawid³owej funkcji barierowej j¹dra przyczyniaj¹ siê komór-
ki endotelialne wy�cielaj¹ce naczynia krwiono�ne w tkance interstycjalnej oraz ko-
mórki oko³okanalikowe (mioidalne) wokó³ kanalików plemnikotwórczych. Jednak
g³ówn¹ komponent¹ i najbardziej szczelnym elementem bariery jest kompleks po³¹-
czeñ miêdzykomórkowych zlokalizowany pomiêdzy s¹siaduj¹cymi komórkami Ser-
toliego [115] (ryc. 1 i 2). Formowanie siê tych po³¹czeñ zwi¹zane jest z ostatecz-
nym ró¿nicowaniem komórek Sertoliego i podzia³em mejotycznym spermatocytów,
co nastêpuje w okresie dojrzewania p³ciowego.

W kompleksie po³¹czeñ BTB wyró¿nia siê koegzystuj¹ce po³¹czenia �cis³e, ba-
zalne specjalizacje powierzchniowe, po³¹czenia desmosomopodobne i po³¹czenia
szczelinowe, które wspólnie utrzymuj¹ integralno�æ bariery (ryc. 2). Po³¹czenia te
dziel¹ nab³onek plemnikotwórczy strukturalnie i funkcjonalnie na dwa przedzia³y:
przedzia³ bazalny (przypodstawny), w którym znajduj¹ siê diploidalne przedmejotyczne
komórki germinalne oraz przedzia³ adluminalny (przy�rodkowy) zasiedlony przez
haploidalne komórki postmejotyczne. Obecno�æ ró¿norodnych typów po³¹czeñ w
miejscu BTB jest unikalna dla gonady mêskiej. W innych narz¹dach, np. w mózgu,
bariery tkankowe s¹ utworzone jedynie przez po³¹czenia �cis³e, a pozosta³e typy
po³¹czeñ miêdzykomórkowych pozostaj¹ w stosunku do nich bez przestrzennego
kontaktu [142].
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Bariera krew-j¹dro tworzy zaporê oddzielaj¹c¹ ró¿nicuj¹ce siê postmejotyczne
komórki germinalne od bezpo�redniego wp³ywu substancji obecnych w kr¹¿eniu, co
w konsekwencji zapewnia barierê immunologiczn¹ chroni¹c¹ antygenowo obce
haploidalne komórki germinalne przed uk³adem immunologicznym ustroju [44]. Jest

RYCINA 2. Molekularna architektura bariery krew-j¹dro z uwzglêdnieniem g³ównych kompleksów
bia³kowych. Kompleksy te sk³adaj¹ siê z integralnych bia³ek b³onowych, wi¹¿¹cych odpowiednie
cytoplazmatyczne bia³ka adaptorowe oraz regulatorowe. Wed³ug Cheng i Mruk [13], zmienione. AF-6 �
bia³ko AF-6 (afadyna); ZO-1, -2, -3 � bia³ko ZO -1, -2, -3; FAK � kinaza FAK; Src � kinaza Src; p120 �
katenina p120; CAR � receptor CAR; p38 MAPK � kinaza p38 MAPK
MEKK  �kinaza MAP/ERK; cz¹steczka sygnalizacyjna szlaku kinazy p38 MAP; JNK � kinaza
aktywowana przez stress (SAPK); ILK � kinaza zwi¹zana z integrynami; GSK3â � kinaza syntazy
glikogenu 3â; p130

cas
 � bia³ko p130

Cas
; aPKC � kinaza aPKC (ang. atypical protein kinase C); aPKC/Par3/

Par6 � kompleks Par ; CRB3/Pals1/PATJ � kompleks CRB; PI3K � kinaza 3-fosfatydyloinozytolu.
FIGURE 2. The molecular architecture of the main protein complexes that formed the BTB. The majority
of these complexes is constituted by integral membrane proteins that are associated with its corresponding
cytoplasmic adaptors and other regulatory proteins. Accroding to Cheng and Mruk [13], modified. AF-6
� AF-6 protein (afadin; ALL1-fused gene from chromosome 6 protein); ZO-1, -2, -3 � zonula occludens-
1, -2, -3 ; FAK � focal adhesion kinase; Src � protein tyrosine kinase of the transforming gene of Rous
sarcoma virus; p120 � p120 catenin; CAR � coxsackievirus and adenovirus receptor; p38 MAPK � p38
mitogen-activated protein kinase; MEKK � MAP/ERK kinase kinases; upstream signaling molecules of
p38 MAP kinase; JNK � c-Jun N-terminal protein kinase/stress activated kinase (SAPK); ILK � integrin-
linked kinase; GSK3â � glycogen synthase kinase 3â; p130

cas
 � Crk-associated protein; aPKC � atypical

protein kinase C; aPKC/Par3/Par6 � Par (partitioning defective) complex; CRB3/Pals1/PATJ � CRB
(Crumbs) complex; PI3K � phosphatidylinositol-3-kinase.
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to niezwykle istotne, poniewa¿ plemniki oraz ich antygeny powierzchniowe pojawiaj¹
siê na d³ugo po ustaleniu tolerancji antygenów w³asnych, tak wiêc zaburzenie funk-
cji BTB mog³oby prowadziæ do produkcji przeciwcia³ przeciwko plemnikom gospo-
darza. Dodatkowo, BTB odpowiada za utrzymanie polarno�ci komórek Sertoliego i
uczestniczy w kontroli przenikania licznych substancji, takich jak: woda, elektrolity,
jony, sk³adniki od¿ywcze, aminokwasy, hormony i czynniki parakrynowe z tkanki
interstycjalnej do wnêtrza kanalika plemnikotwórczego oraz w jego obrêbie. Pod-
czas spermatogenezy BTB ulega sta³ej przebudowie aby umo¿liwiæ przej�cie pre-
leptotenowych spermatocytów do przedzia³u apikalnego nab³onka [13, 87].

3. PO£¥CZENIA �CIS£E

W nab³onku plemnikotwórczym po³¹czenia �cis³e wystêpuj¹ jedynie w miejscach
kontaktu s¹siaduj¹cych komórek Sertoliego w rejonie BTB. Integralnymi bia³kami
b³onowymi tych po³¹czeñ s¹ klaudyny-1, -3, -4, -5, -7, -8, i -11, okludyna, cz¹stecz-
ki adhezyjne JAM (ang. junctional adhesion molecules) oraz receptor CAR (ang.
coxsackievirus and adenovirus receptor) [87] (ryc. 2).

Klaudyny i okludyna s¹ bia³kami, w budowie których wyró¿nia siê cztery dome-
ny transb³onowe, dwie pêtle zewn¹trzkomórkowe i jedn¹ wewn¹trzkomórkow¹ oraz
domeny N- i C-koñcow¹ w czê�ci cytoplazmatycznej komórki [14]. Klaudyny wy-
stêpuj¹ce w miejscu BTB odpowiadaj¹ za utrzymanie integralno�ci bariery [80, 85].
U myszy z knockoutem genu koduj¹cego klaudynê-11 stwierdzono zaburzony pro-
ces dojrzewania komórek Sertoliego i ich zrzucanie do �wiat³a kanalików plemniko-
twórczych, brak funkcjonalnych pasm po³¹czeñ �cis³ych miêdzy komórkami Serto-
liego oraz nasilon¹ apoptozê komórek germinalnych, co prowadzi³o do sterylno�ci
zwierz¹t [39, 78]. Natomiast rola j¹drowej okludyny pozostaje wci¹¿ dyskusyjna.
Knockout genu koduj¹cego to bia³ko wywo³uje atrofiê kanalików plemnikotwórczych,
obecno�æ w kanaliku jedynie komórek Sertoliego i niep³odno�æ u myszy 40-60 ty-
godniowych, jakkolwiek u m³odszych osobników w wieku reprodukcyjnym struktu-
ra j¹dra oraz produkcja komórek germinalnych jest prawid³owa [111]. Z drugiej
strony, iniekcja doj¹drowa syntetycznego peptydu zaburzaj¹cego homotypowe inte-
rakcje miêdzy cz¹steczkami okludyny zlokalizowanymi w b³onach s¹siaduj¹cych
komórek Sertoliego prowadzi do uszkodzenia BTB i uwalniania komórek germinal-
nych z nab³onka plemnikotwórczego szczura, co sugeruje, ¿e okludyna mo¿e w istotny
sposób wp³ywaæ na funkcjê bariery [16].

Okludyna, klaudyny-3, -5 i -11 wykazuj¹ zró¿nicowan¹ ekspresjê w poszczegól-
nych stadiach cyklu nab³onka plemnikotwórczego, co wskazuje na odmienn¹ funk-
cjê tych bia³ek podczas przemieszczania siê spermatocytów do przedzia³u adlumi-
nalnego nab³onka plemnikotwórczego [15]. W kanalikach plemnikotwórczych my-
szy stwierdzono odwrotn¹ korelacjê miêdzy poziomem okludyny i klaudyny-11, co
mo¿e �wiadczyæ o komplementarnym dzia³aniu tych bia³ek w zapewnieniu funkcji
BTB [15]. Z kolei przej�ciowa ekspresja klaudyny-3 i klaudyny-5 w stadiach bez-
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po�rednio poprzedzaj¹cych pasa¿ speramatocytów mo¿e byæ odzwierciedleniem ich
interakcji w utrzymaniu integralno�ci BTB podczas dynamicznej przebudowy po³¹-
czeñ miêdzykomórkowych [15, 85].

Wa¿n¹ grup¹ komponent po³¹czeñ �cis³ych s¹ cytoplazmatyczne bia³ka strefy
zamykaj¹cej zwane zonula occludens: ZO-1, ZO-2 i ZO-3, które oddzia³uj¹ z bia³-
kami transb³onowymi i aktyn¹, zapewniaj¹c bezpo�rednie po³¹czenie z cytoszkiele-
tem aktynowym. Bia³ka ZO-1 dodatkowo oddzia³uj¹ z licznymi bia³kami regulato-
rowymi, co wskazuje na ich udzia³ w regulacji szlaków sygnalizacyjnych [25, 38].
W gonadzie mêskiej najlepiej poznan¹ jest funkcja bia³ka ZO-1, którego lokalizacjê
w rejonie BTB wykazano w j¹drach zwierz¹t laboratoryjnych [15, 91, 94], psa [42],
knura [46] oraz cz³owieka [26]. Oddzia³ywanie z filamentami aktynowymi poprzez
cz¹steczkê ZO-1 jest niezbêdne dla lokalizacji okludyny w miejscu po³¹czeñ �ci-
s³ych [31]. Obni¿on¹ ekspresjê oraz nieprawid³ow¹ lokalizacjê ZO-1 stwierdzono
u mê¿czyzn w j¹drach z przedinwazyjn¹ form¹ raka [27]. Ponadto, test z u¿yciem
azotanu lantanu, maj¹cy na celu ocenê przepuszczalno�ci po³¹czeñ �cis³ych w miej-
scu BTB wskaza³, i¿ te zmiany nowotworowe prowadz¹ do utraty integralno�ci
BTB, co podkre�la rolê ZO-1 w utrzymaniu funkcji bariery. Spadek ekspresji i nie-
prawid³ow¹ lokalizacjê ZO-1 wykazano równie¿ w gonadach samców szczurów
w wyniku dzia³ania ró¿norodnych substancji toksycznych dla rozrodu, jak chlorek
kadmu [143] i dietylheksyloftalan [121] oraz w j¹drach knurów traktowanych flu-
tamidem w okresie prenatalnym i neonatalnym [46], a zmiany te prowadzi³y do
zaburzonego procesu ró¿nicowania komórek germinalnych i uszkodzenia kanalików
plemnikotwórczych. W miejscu BTB zlokalizowano równie¿ bia³ko ZO-2 [9]. U
myszy z niemal ca³kowit¹ utrat¹ ekspresji ZO-2 w j¹drach, wykazano zmiany lo-
kalizacji innych komponent bariery, jak klaudyna-11 i Cx43 oraz zwiêkszon¹ prze-
puszczalno�æ struktury dla lantanu, co wskazuje na znacz¹c¹ rolê tego bia³ka w
utrzymaniu integralno�ci po³¹czeñ �cis³ych [147].

Przedstawiciele rodziny cz¹steczek adhezyjnych JAM s¹ bia³kami o pojedynczej
domenie transb³onowej nale¿¹cymi do nadrodziny immunoglobulin [4]. W gonadzie
wykazano ekspresjê bia³ek JAM-A, -B i -C, spo�ród których JAM-A i JAM-B wy-
stêpuj¹ w komórkach Sertoliego w miejscu BTB oraz w okr¹g³ych i wyd³u¿onych sper-
matydach [35, 117]. U myszy z delecj¹ genu Jam-A stwierdzono zaburzon¹ ruchliwo�æ
plemników prowadz¹c¹ do obni¿onej p³odno�ci, natomiast u osobników z delecj¹ genu
Jam-B nie obserwowano zmian w morfologii j¹der i plemników ani p³odno�ci, co suge-
ruje niewielk¹ rolê tych bia³ek w utrzymaniu integralno�ci BTB [112, 117].

Dalszym sk³adnikiem po³¹czeñ �cis³ych i zakotwiczaj¹cych jest receptor CAR
[84,134]. Receptor ten zosta³ pocz¹tkowo scharakteryzowany jako bia³ko powierzch-
niowe uczestnicz¹ce w wej�ciu do komórki wirusa Coxsackie B i adenowirusa [18].
Dalsze badania wykaza³y, ¿e bia³ko to kolokalizuje z okludyn¹ i koprecypituje z ZO-
1, co wskazuje, ¿e jest ono sk³adnikiem kompleksu po³¹czeñ �cis³ych i jego regu-
latorem [17, 99]. Dodatkowo, bia³ku CAR przypisuje siê rolê w adhezji komórko-
wej [97]. W j¹drze bia³ko to ulega ekspresji w komórkach Sertoliego i komórkach
germinalnych. Stosuj¹c barwienie immunofluorescencyjne wykazano kolokalizacjê
CAR z ZO-1 i N-kadheryn¹ w rejonie BTB [134].
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4. SPECJALIZACJE POWIERZCHNIOWE

Podczas przemieszczania siê komórek germinalnych z czê�ci peryferycznej w
kierunku �wiat³a kanalików, komórki Sertoliego tworz¹ z nimi dynamiczne kompo-
zycje okre�lane jako stadia cyklu nab³onka plemnikotwórczego. Proces spermioge-
nezy obejmuj¹cy ró¿norodne zmiany morfologiczne spermatyd, takie jak uzyskanie
polarno�ci, kondensacja chromatyny i formowanie j¹dra komórkowego oraz powstanie
akrosomu, witki i cia³ resztkowych zwi¹zany jest równie¿ ze zmianami pozycji sper-
matyd w nab³onku plemnikotwórczym [62]. Ka¿da komórka Sertoliego asocjuje z
oko³o 30-50 komórkami germinalnymi, których liczba jest zale¿na od gatunku [137].
Stabilna adhezja miêdzy komórkami germinalnymi i komórkami Sertoliego jest za-
pewniona dziêki po³¹czeniom desmosomopodobnym oraz apikalnym specjalizacjom
powierzchniowym, a bliski kontakt obu typów komórek jest warunkiem prawid³o-
wego przebiegu spermatogenezy [58].

Struktury okre�lane jako specjalizacje powierzchniowe s¹ specyficznym dla j¹-
dra typem po³¹czeñ zakotwiczaj¹cych. Bazalne specjalizacje powierzchniowe obecne
s¹ miêdzy s¹siaduj¹cymi komórkami Sertoliego w miejscu BTB. Natomiast analo-
giczne po³¹czenia, zlokalizowane w rejonie przy�rodkowym kanalika plemnikotwór-
czego w miejscu kontaktu komórek Sertoliego z komórkami germinalnymi okre�la-
ne s¹ jako apikalne specjalizacje powierzchniowe [86,130,150].

Bazalne specjalizacje powierzchniowe

Wiadomo, ¿e bazalne specjalizacje powierzchniowe przyczyniaj¹ siê do utrzyma-
nia integralno�ci BTB [105], jakkolwiek mechanizm tego zjawiska nie zosta³ dotych-
czas poznany. Do chwili obecnej zidentyfikowano dwa g³ówne kompleksy bia³kowe
bazalnych specjalizacji powierzchniowych: kompleks kadheryna/katenina oraz nek-
tyna/afadyna (ryc. 2).

Wielobia³kowe kompleksy kadheryna-katenina s¹ jednostkami adhezyjnymi, pe³-
niacymi równie¿ dodatkowe funkcje, jak regulacja stopnia polimeryzacji cytoszkie-
letu i polarnosci komórkowej czy kontrola podzia³ów komórkowych i supresja no-
wotworu. Kadheryny s¹ du¿¹ rodzin¹ transb³onowych bia³ek po�rednicz¹cych w
adhezji zale¿nej od jonów wapnia. Z cytoplazmatycznym koñcem kadheryn, w tym
N-kadheryny i E-kadheryny, wi¹¿¹ siê a-katenina lub g-katenina (zwana równie¿
plakoglobin¹) oraz katenina p120. Kompleks ten jest zakotwiczony w cytoszkiele-
cie aktynowym poprzez bia³ko wi¹¿¹ce aktynê, a-kateninê (ryc. 2 i 3) [95]. Naj-
nowsze badania in vitro wskazuj¹ jednak, ¿e a-katenina nie mo¿e równocze�nie
wi¹zaæ siê do F-aktyny i kompleksu kadheryna/a-katenina, co sugeruje, ¿e w inte-
rakcjach z cytoszkieletem aktynowym mog¹ po�redniczyæ inne bia³ka cytoplazma-
tyczne [22, 148].

W gonadzie, N-kadheryna oraz E-kadheryna ulega ekspresji zarówno w komór-
kach Sertoliego jak i germinalnych. Ekspresja E-kadheryny w komórkach germi-
nalnych jest znacz¹co wiêksza ni¿ N-kadheryny, natomiast ekspresja N-kadheryny
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przewa¿a wyra�nie w miejscach kontaktu s¹siaduj¹cych komórek Sertoliego [59,
65, 146]. O znaczeniu po³¹czeñ zakotwiczaj¹cych dla prawid³owej spermatogenezy
�wiadczy obni¿ona ekspresja b-kateniny w miejscach kontaktu komórek w kanali-
kach plemnikotwórczych z zatrzymanym procesem spermatogenezy i obecno�ci¹
jedynie komórek Sertoliego [63]. Obni¿on¹ ekspresjê N-kadheryny i b-kateniny oraz
nieprawid³ow¹ lokalizacjê tych bia³ek stwierdzono równie¿ w gonadach doros³ych
knurów poddanych ekspozycji na anty-androgen, flutamid. Zmiany te korelowa³y z
zaburzonym ró¿nicowaniem komórek germinalnych oraz atrofi¹ kanalików plemni-
kotwórczych [46].

Apikalne specjalizacje powierzchniowe

Apikalne specjalizacje powierzchniowe pojawiaj¹ siê w miejscach kontaktu ko-
mórek Sertoliego i spermatyd, w momencie gdy spermatydy zaczynaj¹ siê wyd³u-
¿aæ (u szczura stadium ósmym spermatyd) i zanikaj¹ tu¿ przed spermiacj¹ [105],
ulegaj¹c internalizacji przez inny typ po³¹czeñ, okre�lany jako kompleks cewkowo-
bu³awkowaty [154]. Apikalne specjalizacje powierzchniowe wykazuj¹ unikaln¹ hy-
brydow¹ naturê, dziêki której mog¹ one pe³niæ wyspecjalizowane funkcje przypisy-
wane ró¿nym typom po³¹czeñ w innych tkankach [144].

Przypuszcza siê, ¿e te struktury s¹ odpowiedzialne za nadanie odpowiedniego
kszta³tu g³ówkom wyd³u¿aj¹cych siê spermatyd, utrzymanie prawid³owej orientacji i
pozycji spermatyd w nab³onku plemnikotwórczym, przemieszczanie siê spermatyd
w kryptach komórek Sertoliego oraz regulacjê spermiacji. Jednak g³ówn¹ funkcj¹
tych po³¹czeñ jest zapewnienie stabilnej adhezji spermatyd do komórek Sertoliego
[86]. Dziêki pomiarom si³y niezbêdnej do oddzielenia ró¿nych typów komórek ger-
minalnych (spermatocytów i spermatyd) od komórek Sertoliego wykazano, ¿e ad-
hezja przy udziale apikalnych specjalizacji powierzchniowych jest silniejsza ni¿ przy
udziale po³¹czeñ desmosomopodobnych [141].

Apikalne specjalizacje powierzchniowe wykorzystuj¹ cytoszkielet aktynowy jako miej-
sce zakotwiczenia w komórce. Ultrastrukturalnie, warstwa filamentów aktynowych zlo-
kalizowana jest pomiêdzy b³on¹ komórek Sertoliego, a cysternami siateczki �ródplazma-
tycznej, natomiast nie zosta³a stwierdzona w spermatydach. Dodatkowo, filamenty ak-
tynowe apikalnych specjalizacji powierzchniowych u³o¿one s¹ unipolarnie i tworz¹ uk³ad
heksagonalny, co odró¿nia je od filamentów obecnych w miejscu po³¹czeñ miêdzyko-
mórkowych w innych tkankach [86, 129]. Ponadto, apikalne specjalizacje powierzch-
niowe charakteryzuj¹ siê unikaln¹ kompozycj¹, obejmuj¹c¹ bia³ka i kompleksy bia³ko-
we, które w innych tkankach tworz¹ po³¹czenia �cis³e, po³¹czenia przylegania czy kon-
takty zogniskowane zwane równie¿ p³ytkami przylegania [58] (ryc. 3).

Kompleksy kadheryna-katenina, poza lokalizacj¹ w rejonie BTB, wystêpuj¹ rów-
nie¿ w apikalnej czê�ci nab³onka plemnikotwórczego. Ze wzglêdu na niejednoznaczne
wyniki badañ obecno�æ N-kadheryny w tym rejonie by³a kontrowersyjna, ale obec-
nie wiadomo ju¿, ¿e bia³ko to jest komponent¹ apikalnych specjalizacji powierzch-
niowych [51, 66, 140] (ryc. 3).

W adhezji wyd³u¿onych spermatyd do komórek Sertoliego po�redniczy równie¿
kompleks integryna-laminina. Integryny s¹ bia³kami kontaktów zogniskowanych oraz



                                              693ROLA PO£¥CZEÑ MIÊDZYKOMÓRKOWYCH I REGULACJA ICH FUNKCJONOWANIA

hemidesmosomów, po³¹czeñ odpowiedzialnych za zakotwiczenie komórki do macie-
rzy zewn¹trzkomórkowej [33, 76], podczas gdy lamininy s¹ sk³adnikami b³ony pod-
stawnej [82, 83]. W j¹drze nie wystêpuj¹ kontakty zogniskowane, a jedyn¹ struk-
tur¹ odpowiedzialn¹ za przytwierdzenie komórek Sertoliego do b³ony w³asnej kana-
lika plemnikotwórczego s¹ hemidesmosomy asocjuj¹ce z filamentami po�rednimi
[145]. Badania Yan i wsp. (2008) wykaza³y obecno�æ b1 integryny w desmoso-
mach gonady mêskiej, jednak kompleks integryna-laminina zosta³ zidentyfikowany
w miejscu apikalnych specjalizacji powierzchniowych. Interesuj¹cym jest fakt, ¿e
ekspresjê integryny a6a1 oraz lamininy a3a3a3 stwierdzono kolejno w komórkach
Sertoliego i wyd³u¿onych spermatydach [119, 149] (ryc. 3). Najnowsze badania wy-
kaza³y, ¿e zrekombinowane fragmenty bia³kowe lamininy b3 i b3 wywo³uj¹ reduk-
cjê poziomu okludyny w BTB i integryny â1 w hemidesmosomach, co mo¿e �wiad-
czyæ o precyzyjnej koordynacji przebudowy po³¹czeñ miêdzykomórkowych podczas

RYCINA 3. Molekularna architektura apikalnych specjalizacji powierzchniowych z uwzglêdnieniem
g³ównych kompleksów bia³kowych. Wed³ug Kopera i wsp. [58] oraz Cheng i Mruk [13], zmienione.
p120 � katenina p120; FAK � kinaza FAK; Src � kinaza Src; Rho B � bia³ko Rho; JAM-B, -C � cz¹steczki
adhezyjne JAM-B, -C; CREB � czynnik transkrypcyjny CREB; CAR � receptor CAR ; aPKC/Par3/Par6
� kompleks Par; PATJ i Pals1 � bia³ka polarno�ci komórkowej.
FIGURE 3. The molecular architecture of the main multiprotein complexes that constitute the apical
ectoplasmic specializations. According to Kopera et al. [58] and Cheng and Mruk [13], modified.
p120 � p120 catenin; FAK � focal adhesion kinase; Src � protein tyrosine kinase of the transforming gene
of Rous sarcoma virus; Rho B � ras homologous; JAM-B, -C � junctional adhesion molecules-B, -C;
CREB � cAMP response element-binding; CAR � coxsackievirus and adenovirus receptor;  aPKC/Par3/
Par6 � Par (partitioning defective) complex; PATJ and Pals1 � polarity proteins.
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spermiacji i pasa¿u spermatocytów przez BTB [152]. Co istotne, obserwacje te
wskazuj¹ na istnienie fizjologicznego powi¹zania miêdzy hemidesmosomami oraz
po³¹czeniami bariery.

W miejscu specjalizacji powierzchniowych (zarówno apikalnych jak i bazalnych)
zlokalizowano inne bia³ko kontaktów zogniskowanych, winkulinê, która odgrywa
istotn¹ rolê podczas przemieszczania siê komórek. W wyniku badañ postawiono
hipotezê, i¿ winkulina uczestniczy w przebudowie po³¹czeñ miêdzykomórkowych
poprzedzaj¹cej spermiacjê [96, 120].

Pomimo, i¿ po³¹czenia �cis³e wystêpuj¹ w gonadzie mêskiej jedynie w miejscu
BTB, niektóre bia³ka tych po³¹czeñ zosta³y zidentyfikowane równie¿ w innych re-
jonach nab³onka plemnikotwórczego (ryc. 3). Badania Gliki i wsp. [35] wykaza³y
w miejscu apikalnych specjalizacji powierzchniowych obecno�æ JAM-B oraz JAM-
C, odpowiednio w komórkach Sertoliego i spermatydach. Dziêki wykorzystaniu trans-
genicznych myszy z knockoutem globalnym, jak równie¿ z knockoutem jedynie w
komórkach mejotycznych genu koduj¹cego JAM-C dowiedziono, i¿ bia³ko to jest
niezbêdne dla ró¿nicowania okr¹g³ych spermatyd w plemniki [35, 92].

Nale¿y zaznaczyæ, ¿e apikalne i bazalne specjalizacje powierzchniowe wykazuj¹
nie tylko szereg podobieñstw ale równie¿ istotne ró¿nice dotycz¹ce ich funkcji oraz
regulacji. Wed³ug niektórych badaczy unikalna hybrydowa natura apikalnych spe-
cjalizacji powierzchniowych czyni ten typ po³¹czeñ idealnym celem dla rozwoju badañ
nad mêsk¹ antykoncepcj¹ w przysz³o�ci, kiedy regulacja ich funkcji zostanie lepiej
poznana i w pe³ni zrozumiana [1, 67, 89].

5. KOMPLEKSY CEWKOWO-BU£AWKOWATE

Obecno�æ kompleksów cewkowo-bu³awkowatych w j¹drze zosta³a po raz pierwszy
wykazana w oparciu o analizê morfologiczn¹ nab³onka plemnikotwórczego przepro-
wadzon¹ przez  Russella i Clermonta w drugiej po³owie lat 70. ubieg³ego wieku
[104]. Struktury te pojawiaj¹ siê pod koniec procesu spermiogenezy w apikalnej
czê�ci nab³onka plemnikotwórczego w miejscach kontaktu komórek Sertoliego i
wyd³u¿onych spermatyd w rejonach zajmowanych uprzednio przez apikalne specja-
lizacje powierzchniowe. Kompleksy cewkowo-bu³awkowate maj¹ postaæ cylindrycz-
nych wypustek b³on komórkowych spermatyd zakoñczonych bulwiastym rozszerze-
niem i zlokalizowanych w inwaginacjach s¹siaduj¹cych komórek Sertoliego (ryc. 4).
W cytoplazmie komórek Sertoliego region cylindryczny otoczony jest sieci¹ filamen-
tów aktynowych, podczas gdy wokó³ regionu bulwiastego znajduj¹ siê elementy
siateczki �ródplazmatycznej. Ponadto, w pobli¿u dystalnego koñca wypustek obec-
ne s¹ skupiska pêcherzyków, które w mikroskopie elektronowym i dziêki obecno�ci
bia³ek markerowych EEA1 (ang. early endosome antigen1), LAMP1 (ang. lyso-
some associated membrane protein 1) i SGP1 (ang. sulphated glycoprotein 1/
cathepsin) zidentyfikowano jako endosomy oraz lizosomy [41,154]. Kompleksy
cewkowo-bu³awkowate wykazuj¹ liczne podobieñstwa do podosomów, struktur za-
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anga¿owanych w adhezjê i degradacjê macierzy zewn¹trzkomórkowej. W oparciu
o te obserwacje i ekspresjê okre�lonych bia³ek zasugerowano, ¿e formowanie kom-
pleksów cewkowo-bu³awkowatych rozpoczyna siê wytworzeniem do³ka op³aszczo-
nego klatryn¹. Natomiast dalsze wyd³u¿anie cylindrycznych wypustek jest zwi¹za-
ne z powstaniem trójwymiarowej sieci rozga³êzieñ filamentów aktynowych, podob-
nie jak ma to miejsce w podosomach [153].

Kompleksy cewkowo-bu³awkowate zaanga¿owane s¹ w spermiacjê, jednak ich
dok³adna rola w tym procesie jest stosunkowo s³abo poznana. Dotychczas sugeruje
siê, i¿ struktury te uczestnicz¹ w zakotwiczeniu spermatyd w komórkach Sertolie-
go, a ich rozpad zwi¹zany jest z uwolnieniem komórek germinalnych do �wiat³a
kanalików plemnikotwórczych [104]. Inne badania wskazuj¹ na funkcjê komplek-
sów cewkowo-bu³awkowatych w usuwaniu nadmiaru cytoplazmy i zawarto�ci akro-
somu spermatyd oraz w mechanicznej stabilizacji podczas wyd³u¿ania siê g³owy
spermatydy [54, 107, 128]. Ponadto, uwa¿a siê, ¿e kompleksy cewkowo-bu³awko-
wate uczestnicz¹ w internalizacji apikalnych specjalizacji powierzchniowych podczas
ich demonta¿u poprzedzaj¹cego spermiacjê [109, 154]. Ostatni¹ hipotezê wspieraj¹
badania Guttman�a i wsp. [41], w których stwierdzono obecno�æ bia³ek specjaliza-
cji powierzchniowych w kompleksach i pêcherzykach zlokalizowanych w pobli¿u ich
dystalnego koñca. Ponadto, badacze ci wykazali w rejonach komórek Sertoliego
zajmowanych przez kompleksy cewkowo-bu³awkowate kinazê bia³kow¹ Ca, której
rol¹ jest regulacja endocytozy cz¹steczek adhezyjnych.

W nab³onku plemnikotwórczym kompleksy cewkowo-bu³awkowate wystêpuj¹
równie¿ w miejscu BTB, w postaci wypustek cytoplazmatycznych umiejscowionych
w inwaginacjach
s¹siaduj¹cych ko-
mórek Sertoliego
[104] (ryc. 4). Ob-
serwacje ultra-
strukturalne po-
zwoli³y stwierdziæ
obecno�æ po³¹czeñ
�cis³ych i po³¹czeñ
szczelinowych w
tych kompleksach,
co wskazuje na
ich rolê w interna-
lizacji struktur ad-
hezyjnych podczas
cyklicznej przebu-
dowy BTB zwi¹-
zanej z migracj¹
spe rmatocy tów
[106].

RYCINA 4. Budowa i lokalizacja kompleksów cewkowo-bu³awkowatych.
Wed³ug Guttman�a i wsp. [41], zmienione.
FIGURE 4. Structure and localization of tubulobulbar complexes. Acoording
to Guttman et al. [41], modified.
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6. DESMOSMY/PO£¥CZENIA DESMOSOMOPODOBNE

Desmosomy s¹ po³¹czeniami miêdzykomórkowymi, które po�rednicz¹ w stabil-
nej adhezji miêdzy komórkami nab³onkowymi i odpowiadaj¹ za utrzymanie integral-
no�ci tkanek. Pe³ni¹ one istotn¹ rolê w narz¹dach i tkankach nara¿onych na stres
mechaniczny (serce, skóra), ale wystêpuj¹ równie¿ w innych narz¹dach, jak w¹-
troba, nerka i j¹dro [49]. Po³¹czenia te, poza funkcj¹ adhezyjn¹, reguluj¹ ró¿norod-
ne szlaki wewn¹trzkomórkowe, dziêki czemu uczestnicz¹ w kontroli proliferacji
komórek i ich migracji, ró¿nicowaniu tkanek oraz morfogenezie [32, 136]. Integral-
nymi bia³kami b³onowymi tych po³¹czeñ s¹ kadheryny desmosomalne: desmogleiny
i desmokoliny. Te cz¹steczki adhezyjne asocjuj¹ nastêpnie z p³ytk¹ cytoplazmatyczn¹
zbudowan¹ z plakoglobiny (znanej równie¿ jako g-katenina), plakofiliny i desmopla-
kiny, w której zakotwiczone s¹ filamenty po�rednie cytoszkieletu [20].

Pomimo, i¿ obecno�æ struktur desmosomopodobnych w gonadzie znana jest od
ponad trzech dekad [103], dostêpna wiedza o budowie i funkcji tych po³¹czeñ jest
zaskakuj¹co niewielka. Najnowsze badania potwierdzi³y ekspresjê kilku genów de-
smosomalnych w j¹drze oraz obecno�æ funkcjonalnych po³¹czeñ desmosomopodob-
nych pomiêdzy komórkami Sertoliego in vitro [72]. Struktury te, poza lokalizacj¹ w
rejonie BTB, wystêpuj¹ tak¿e w miejscach kontaktu miêdzy komórkami Sertoliego
i niektórymi stadiami komórek germinalnych, a¿ do spermatyd w stadium ósmym,
w których zostaj¹ zast¹pione przez apikalne specjalizacje powierzchniowe [103] (ryc.
1 i 3). Tak wiêc typ po³¹czenia zakotwiczaj¹cego pomiêdzy komórkami Sertoliego
i germinalnymi zale¿y od stopnia zró¿nicowania komórek germinalnych. Nale¿y
podkre�liæ, i¿ desmosomy w gonadzie okre�lane s¹ jako po³¹czenia desmosomopo-
dobne, poniewa¿ wykazuj¹ podobieñstwa na poziomie ultrastrukturalnym z po³¹cze-
niami szczelinowymi [108]. Ponadto wiadomo, ¿e w gonadzie mêskiej dochodzi do
strukturalnych interakcji plakofiliny (bia³ka desmosomalnego) z bia³kiem po³¹czeñ
szczelinowych, koneksyn¹ 43 (Cx43, ang. connexin 43), a nastêpnie oddzia³ywa-
nia Cx43 z bia³kami buduj¹cymi BTB, jak N-kadheryna i ZO-1 [70].

Najnowsze badania z zastosowaniem specyficznych siRNA wykaza³y, i¿ równo-
czesny knock-down genów koduj¹cych desmogleinê-2 i desmokolinê-2 prowadzi do
obni¿onej ekspresji i nieprawid³owej cytoplazmatycznej lokalizacji bia³ka ZO-1 w
hodowanych komórkach Sertoliego. Równocze�nie obserwowano zmiany lokalizacji
kinazy c-Src (ang. protein tyrosine kinase of the transforming gene of Rous
sarcoma virus) oraz nasilon¹ endocytozê receptora CAR, co prowadzi³o do czê-
�ciowego naruszenia funkcji BTB [72]. Ponadto, desmogleina-2 koimmunoprecypi-
tuje z kinaz¹ c-Src, która oddzia³uje równie¿ z innymi bia³kami bariery, jak CAR,
okludyna, N-kadheryna, ZO-1 oraz Cx43 [11]. Na podstawie tych obserwacji stwier-
dzono, i¿ po³¹czenia desmosomopodobne dziêki interakcjom z c-Src zapewniaj¹ pra-
wid³ow¹ fosforylacjê bia³ek bariery, a poza ich funkcj¹ w zapewnieniu adhezji miê-
dzykomórkowej, stanowi¹ równie¿ platformê uczestnicz¹c¹ w przekazaniu sygna³u
w miejscu BTB (patrz przegl¹d: [11, 88]).
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7. PO£¥CZENIA SZCZELINOWE

Po³¹czenia szczelinowe (ang. gap junctions) s¹ typem po³¹czeñ komunikacyj-
nych utworzonym przez wyspecjalizowane kana³y pomiêdzy przedzia³ami cytopla-
zmatycznymi s¹siaduj¹cych komórek. Kana³y te wytworzone s¹ przez dwa konek-
sony, heksameryczne struktury powsta³e w wyniku oligomeryzacji bia³ek nale¿¹cych
do rodziny koneksyn (Cx). Po³¹czenia szczelinowe dostarczaj¹ szlaków komunika-
cyjnych miêdzy komórkami i umo¿liwiaj¹ koordynacjê aktywno�ci komórek dziêki
dwukierunkowej wymianie cz¹steczek o masie cz¹steczkowej mniejszej od 1,5 kDa,
jak jony, aminokwasy, drobnocz¹steczkowe metabolity czy przeka�niki sygna³u [61].
W genomie cz³owieka zidentyfikowano 21, natomiast u myszy 20 genów koduj¹-
cych ró¿ne typy koneksyn, które ulegaj¹ ekspresji w sposób zale¿ny od komórki,
tkanki i etapu rozwoju [90, 122]. Po³¹czenia szczelinowe pe³ni¹ istotn¹ rolê w licz-
nych procesach, jak regulacja morfogenezy podczas rozwoju zarodkowego, ró¿ni-
cowanie, wzrost i proliferacja, regulacja metabolizmu komórkowego, utrzymanie
homeostazy, regeneracja tkanek oraz karcinogeneza [69, 73, 81].

Po³¹czenia te zapewniaj¹ równie¿ komunikacjê miêdzykomórkow¹ w j¹drze, nie-
zbêdn¹ dla prawid³owego przebiegu spermatogenezy. W gonadzie mêskiej wykaza-
no ekspresjê kilkunastu koneksyn (Cx26, Cx31, Cx31.1, Cx32, Cx33, Cx37, Cx40,
Cx43, Cx45, Cx46 i Cx50), w�ród których dominuj¹c¹ jest koneksyna 43 [100]. W
nab³onku plemnikotwórczym Cx43 tworzy po³¹czenia szczelinowe pomiêdzy s¹sia-
duj¹cymi komórkami Sertoliego (w miejscu BTB) oraz pomiêdzy komórkami Serto-
liego i germinalnymi. Liczne badania wskazuj¹, ¿e ekspresja i lokalizacja tej konek-
syny u wielu gatunków ssaków i cz³owieka ulega zmianom, które koreluj¹ z ró¿ni-
cowaniem komórek germinalnych i maj¹ charakter zale¿ny od stadium cyklu na-
b³onka plemnikotwórczego [3, 93, 124]. Niemniej jednak, istniej¹ pewne gatunko-
wo-specyficzne ró¿nice we wzorze dystrybucji tego bia³ka. Przyk³adowo, Cx43 zlo-
kalizowano w przedziale adluminalnym nab³onka plemnikotwórczego, w miejscach
kontaktu komórek Sertoliego z wyd³u¿onymi spermatydami, u konia, psa i knura [47,
56, 110], natomiast u szczurów obecno�æ koneksyny 43 w tej czê�ci nab³onka po-
zostaje kontrowersyjna [19, 70]. Wyniki badañ Decrouy i wsp. [19] dotycz¹ce oceny
dyfuzji barwników pomiêdzy s¹siaduj¹cymi komórkami nab³onka plemnikotwórcze-
go w po³¹czeniu z analiz¹ ekspresji Cx43 jednoznacznie wykaza³y sieæ komunikacji
miêdzykomórkowej zbudowanej z koneksynowych po³¹czeñ szczelinowych. Intere-
suj¹cym jest fakt, i¿ natê¿enie dyfuzji barwnika zmienia³o siê w zale¿no�ci od sta-
dium cyklu nab³onka plemnikotwórczego. Stadio-zale¿na lokalizacja Cx43 i funkcja
utworzonych przez ni¹ po³¹czeñ szczelinowych wskazuje na uczestnictwo tego bia³ka
w koordynacji metabolizmu komórek Sertoliego oraz koordynacji metabolicznej po-
miêdzy komórkami Sertoliego i komórkami germinalnymi, która zapewnia synchro-
nizacjê proliferacji i ró¿nicowania komórek germinalnych [98].

Koneksyna 43 pe³ni kluczow¹ rolê w regulacji rozwoju i funkcji gonady mêskiej
o czym jednoznacznie  �wiadcz¹ wyniki badañ na transgenicznych myszach z knoc-
koutem genu Gja1 (ang. gap junction alpha 1), inaczej genu Cx43. U myszy
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tych wykazano miêdzy innymi mniejsz¹ masê j¹der, zatrzymanie spermatogenezy
na etapie spermatogoniów, zredukowan¹ liczbê komórek germinalnych, a nawet
obecno�æ w kanaliku jedynie komórek Sertoliego [8, 102]. Koneksyna 43 uczestni-
czy w kontroli proliferacji i ró¿nicowania komórek Sertoliego, o czym �wiadczy
znacz¹co wy¿sza ekspresja markera stanu ich dojrza³o�ci, receptora a hormonów
tarczycy (THRA, ang. thyroid hormone receptor a) w j¹drach mutantów [8, 123].
Ponadto, badania z zastosowaniem specyficznych inhibitorów po³¹czeñ szczelinowych
wykaza³y zwiêkszon¹ inkorporacjê bromodeoksyurydyny (BrdU) w komórkach Ser-
toliego równolegle ze wzrostem ich liczby, co dostarcza dowodów na uczestnictwo
Cx43 w negatywnej regulacji proliferacji komórek Sertoliego i tym samym kontroli
wydajno�ci spermatogenezy [34]. Po³¹czenia szczelinowe w nab³onku plemnikotwór-
czym mog¹ byæ równie¿ zaanga¿owane w kontrolê prze¿ywania/�mierci komórek
szlaku spermatogenezy, a ich rola wydaje siê byæ odmienna na ró¿nych etapach
¿ycia postnatalnego. Zablokowanie koneksyn w wyniku iniekcji specyficznych pep-
tydów pan-koneksynowych prowadzi do nasilonej apoptozy i utraty komórek ger-
minalnych w nab³onku plemnikotwórczym doros³ych szczurów [64]. Ponadto, w
zarodkach myszy z knockoutem genu Cx43 wykazano mniejsz¹ liczbê pierwotnych
komórek p³ciowych zasiedlaj¹cych grzebienie p³ciowe, co zwi¹zane by³o ze wzro-
stem ich apoptozy w wyniku nieprawid³owej aktywacji  bia³ka p53 [30]. Z drugiej
strony, badania in vitro na materiale pozyskanym z j¹der neonatalnych szczurów
wykaza³y, i¿ zastosowanie blokera po³¹czeñ szczelinowych (á-GA) oraz peptydów
blokuj¹cych Cx43 i peptydów pan-koneksynowych prowadzi do redukcji liczby ko-
mórek germinalnych wykazuj¹cych ekspresjê aktywowanej kaspazy-3, enzymu
wykonawczego apoptozy [34].

Najnowsze badania wskazuj¹ na uczestnictwo Cx43 w lokalnej regulacji bia³ek
tworz¹cych kompleksy po³¹czeñ miêdzykomórkowych w gonadzie mêskiej (patrz
przegl¹d: [138]). U szczurów z knock-outem Cx43 stwierdzono zaburzon¹ ekspre-
sjê bia³ek po³¹czeñ �cis³ych i przylegania [10]. Podobne rezultaty uzyskano w ho-
dowanych komórkach Sertoliego z knock-downem genu Cx43 lub traktowanych
blokerami po³¹czeñ szczelinowych [10]. Obserwacje te wskazuj¹, i¿ Cx43 jest za-
anga¿owana w kontrolê dynamiki BTB w j¹drach. Ponadto, w komórkach Serto-
liego zidentyfikowano funkcjonalny kompleks Cx43 i plakofiliny-2, bia³ka po³¹czeñ
desmosomopodobnych, który reguluje rozmieszczenie bia³ek po³¹czeñ �cis³ych bu-
duj¹cych BTB i, w konsekwencji, odpowiada za utrzymanie integralno�ci bariery
[70]. Wykazano równie¿, i¿ knock-down genu Cx43 opó�nia ponowny monta¿ BTB
zaburzonej uprzednio w wyniku zastosowania chelatora jonów wapniowych lub bis-
fenolu A [71]. Wyniki te wskazuj¹ istotn¹ rolê Cx43 w monta¿u BTB podczas jej
cyklicznej przebudowy w warunkach fizjologicznych.

W gonadzie mêskiej koneksyna 43 jest równie¿ zlokalizowana w tkance intersty-
cjalnej pomiêdzy s¹siaduj¹cymi komórkami Leydiga [7,56]. Do chwili obecnej Cx43
jest jedynym typem koneksyn zidentyfikowanym w komórkach Leydiga [101,127]. U
ró¿nych gatunków ssaków ekspresja tego bia³ka w tkance interstycjalnej wzrasta wraz
z wiekiem osi¹gaj¹c maksymalny poziom u osobników doros³ych [23, 45, 56, 57, 101],
co mo¿e wskazywaæ na udzia³ Cx43 w koordynacji androgennej aktywno�ci komó-
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rek Leydiga. Hipotezê tê wspieraj¹ badania Goldenberg i wsp. [37] prowadzone na
hodowanych komórkach Leydiga, w których udowodniono, i¿ wzrost sekrecji testo-
steronu w odpowiedzi na LH jest zwi¹zany z obni¿on¹ komunikacj¹ miêdzykomór-
kow¹ poprzez po³¹czenia szczelinowe. Dotychczas, jedynie badania Kahiri i wsp. [52]
sugeruj¹, ¿e utworzone przez Cx43 po³¹czenia szczelinowe nie s¹ kluczowymi dla pro-
dukcji androgenów, gdy¿ w gonadzie myszy z knock-outem genu Cx43 nie stwier-
dzono steroidogennej dysfunkcji komórek Leydiga.

Nieprawid³owa ekspresja i/lub lokalizacja Cx43 zwi¹zana jest z licznymi zabu-
rzeniami spermatogenezy, co wskazuje na istotn¹ funkcjê tej koneksyny dla prawi-
d³owego ró¿nicowania komórek germinalnych. Os³abienie lub brak immunoekspresji
Cx43 z równoczesn¹ hypospermatogenez¹ lub syndromem samych komórek Serto-
liego obserwowano w kanalikach plemnikotwórczych niep³odnych mê¿czyzn, my-
szy z zaburzon¹ spermatogenez¹ i koni z wnêtrostwem [2,47,60,77,124]. Ponadto,
zaburzona komunikacja poprzez po³¹czenia szczelinowe objawiaj¹ca siê obni¿on¹
ekspresj¹ Cx43 i zmian¹ dystrybucji bia³ka z równoczesn¹ dysfunkcj¹ spermatoge-
nezy zosta³a opisana w j¹drach doros³ych szczurów oraz knurów traktowanych
neonatalnie odpowiednio bisfenolem A i flutamidem [56,113]. Interesuj¹cym jest fakt,
i¿ nieprawid³ow¹ lokalizacjê Cx43 stwierdzono równie¿ w nowotworach gonady
mêskiej [110, 114].

8. UDZIA£ ANDROGENÓW W REGULACJI
FUNKCJONOWANIA PO£¥CZEÑ MIÊDZYKOMÓRKOWYCH

GONADY

U wszystkich gatunków ssaków ró¿nicowanie oraz funkcjonalna aktywno�æ j¹-
der pozostaje pod kontrol¹ endokrynn¹ obejmuj¹c¹ o� podwzgórzowo-przysadkowo-
gonadaln¹. Uwalniana z gonadotropów przedniego p³ata przysadki lutropina (LH,
ang. luteinizing hormone) stymuluje komórki Leydiga do produkcji i sekrecji g³ów-
nego mêskiego hormonu p³ciowego, testosteronu. Hormon ten jest niezbêdnym dla
ró¿nicowania i rozwoju mêskich narz¹dów rozrodczych podczas embriogenezy i doj-
rzewania p³ciowego oraz regulacji i utrzymania spermatogenezy [21]. Sygnalizacja
uruchamiana przez androgeny w komórkach Sertoliego jest równie¿  istotna dla
transformacji spermatyd okr¹g³ych w wyd³u¿one i uwalniania komórek germinalnych
do �wiat³a kanalików plemnikotwórczych [48]. W �wietle najnowszych doniesieñ
wiadomo, ¿e testosteron odpowiada za adhezjê spermatyd do komórek Sertoliego
(ryc. 5 I) oraz utrzymanie integralno�ci BTB, co wskazuje na jego istotn¹ rolê w
kontroli funkcjonowania po³¹czeñ miêdzykomórkowych w gonadzie [5,80,135]. Model
dzia³ania testosteronu na bia³ka po³¹czeñ miêdzykomórkowych w gonadzie mêskiej
przedstawiono na rycinach (ryc. 5 i 6).

Na kluczow¹ rolê androgenów dzia³aj¹cych przez receptor w³asny (AR, recep-
tor androgenowy, ang. Androgen Receptor) w regulacji czynno�ci po³¹czeñ miê-
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dzykomórkowych, szczególnie w miejscu BTB, jednoznacznie wskazuj¹ badania na
transgenicznych myszach. U osobników Arinvflox(ex1-neo)/Y;Tg (Amh-Cre) z usuniêtym
AR w komórkach Sertoliego stwierdzono dyfuzjê biotyny do przedzia³u adluminal-
nego kanalików plemnikotwórczych, co �wiadczy o zwiêkszonej przepuszczalno�ci
BTB [80]. Obserwacje te wspieraj¹ badania na innym modelu mysim z knocko-
utem genu AR w komórkach Sertoliego (SCARCO, ang. Sertoli cell-specific an-
drogen receptor knockout), które wykaza³y opó�nion¹ formacjê i zaburzon¹ funkcjê
BTB w j¹drach mutantów. Zmiany te by³y zwi¹zane z nieprawid³ow¹ ekspresj¹ lub
lokalizacj¹ bia³ek bariery, takich jak klaudyna-3, kludyna-11, N-kadheryna, JAM-C,
ZO-1 i Cx43, zaburzon¹ ekspresj¹ licznych bia³ek uczestnicz¹cych w adhezji ko-
mórkowej i dynamice cytoszkieletu oraz zablokowanym procesem mejozy w komór-
kach germinalnych [139]. Obserwacje te wskazuj¹, i¿ brak funkcjonalnego AR w
komórkach Sertoliego wp³ywa na proces formowania BTB uniemo¿liwiaj¹c prawi-
d³ow¹ inicjacjê i postêp spermatogenezy oraz podkre�laj¹ istotn¹ rolê androgenów

RYCINA 5. Wp³yw testosteronu na dynamikê po³¹czeñ miêdzykomórkowych w gonadzie mêskiej
(szczegó³owy opis w tek�cie). KS � komórka Sertoliego.
FIGURE 5. Effect of testosterone on testicular cell junction dynamics in the testis (see text for details).
KS � Sertoli cell.
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dzia³aj¹cych przez receptor w³asny w przebiegu podzia³u mejotycznego (ryc 5 II).
Najnowsze badania grupy Biliñskiej [46, 56] wykaza³y, i¿ zablokowanie flutamidem
dzia³ania androgenów na poziomie AR podczas istotnych okresów rozwoju gonady
knura (okresu p³odowego i neonatalnego) jest przyczyn¹ nieprawid³owej ekspresji i
lokalizacji bia³ek po³¹czeñ �cis³ych, przylegania i szczelinowych, co z kolei wydaje
siê byæ jednym z czynników prowadz¹cych do zaburzenia funkcji j¹der u doros³ych
osobników.

Androgeny przyczyniaj¹ siê do utrzymania funkcji barierowej j¹dra, uczestnicz¹c
bezpo�rednio w regulacji ekspresji bia³ek buduj¹cych po³¹czenia �cis³e gonady (ryc.
5 III). Przyk³adowo, w hodowanych komórkach Sertoliego traktowanych uprzednio
testosteronem stwierdzono zwiêkszon¹ ilo�æ transkryptu klaudyny-3 i -11 [53, 80].
Interesuj¹co przedstawiaj¹ siê równie¿ badania in vivo wskazuj¹ce na odmienne
mechanizmy reguluj¹ce syntezê klaudyny-11 przed dojrzewaniem p³ciowym i w ¿yciu
doros³ym [29]. Autorzy wykazali, ¿e flutamid, niezale¿nie od dawki, wywo³uje spa-
dek poziomu mRNA i bia³ka klaudyny-11 u szczurów niedojrza³ych p³ciowo, pod-
czas gdy u osobników doros³ych zmiany te notowano jedynie przy zastosowaniu
niskich dawek flutamidu. Zastosowanie natomiast wysokiej dawki flutamidu indu-
kuje znaczne nasilenie apoptozy komórek germinalnych przy braku zmian ekspresji
tego bia³ka. W oparciu o te obserwacje oraz dodatkowe eksperymenty autorzy
zasugerowali, i¿ ekspresja klaudyny-11 mo¿e byæ stymulowana przez testosteron i
hamowana przez postmejotyczne komórki germinalne. Regulacja przez androgeny
ekspresji innego bia³ka po³¹czeñ �cis³ych, okludyny, pozostaje kontrowersyjna. Za-
blokowanie j¹drowych androgenów przez implanty androgenowe/estrogenowe wy-
wo³uje przej�ciowe zwiêkszenie ekspresji okludyny [146], natomiast ekspozycja na
flutamid prowadzi do obni¿onej ekspresji tego bia³ka [43] w gonadach dojrza³ych
p³ciowo szczurów. Badania prowadzone u szczurów niedojrza³ych p³ciowo trakto-
wanych dietylheksyloftalanem [139] wykaza³y jednak brak zmian w ekspresji oklu-
dyny na poziomie transkryptu i bia³ka [121]. Brak zmian notowano równie¿ u doro-
s³ych knurów eksponowanych na flutamid w okresie prenatalnym lub neonatalnym
[46]. Badania in vitro wykaza³y, i¿ testosteron, pomimo braku wp³ywu na ekspre-
sjê okludyny, promuje lokalizacjê okludyny w miejscach kontaktu komórek Sertolie-
go [53]. Ponadto stwierdzono, ¿e poza kontrol¹ ekspresji bia³ek po³¹czeñ �cis³ych
hormon ten uczestniczy równie¿ w regulacji ekspresji bia³ek specjalizacji powierzch-
niowych [65].

Dynamiczna przebudowa po³¹czeñ miêdzykomórkowych umo¿liwia przemieszcza-
nie siê komórek germinalnych w nab³onku plemnikotwórczym przy równoczesnym
utrzymaniu integralno�ci nab³onka i bariery immunologicznej. Najnowsze badania
wskazuj¹, i¿ w kontroli wêdrówki, tzw. obrotu (ang. turnover) bia³ek po³¹czeñ �ci-
s³ych i po³¹czeñ przylegania, a wiêc ich endocytozie oraz powrocie na powierzch-
niê komórki uczestniczy testosteron wraz z cytokinami [125, 152]. W hodowanych
komórkach Sertoliego wykazano, i¿ pod wp³ywem dzia³ania testosteronu oraz trans-
formuj¹cego czynnika wzrostu b2 (TGF-b2 ang. Transforming Growth Factor-b2)
dochodzi do wzrostu kinetyki internalizacji bia³ek po³¹czeñ �cis³ych (okludyny i JAM-
A) oraz specjalizacji powierzchniowych (N-kadheryny) przez szlak zale¿ny od kla-
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tryny [151]. Ponadto stwierdzono, ¿e testosteron jest odpowiedzialny za wzrost
poziomu klatryny i jest zaanga¿owany w regulacjê ekspresji bia³ek uczestnicz¹cych
w transcytozie (kaweolina-1) i recyklingu (Rab11) oraz indukuje ich asocjacjê z
internalizowan¹ okludyn¹ i N-kadheryn¹ [125]. Z kolei pod wp³ywem TGF-b3 do-
chodzi do wzrostu ekspresji eznymów uczestnicz¹cych w komórkowych szlakach
degradacji bia³ek [125]. Dok³adny mechanizm funkcjonuj¹cy w miejscu BTB pod-
czas pasa¿u spermatocytów preleptotenowych z przedzia³u bazalnego do adluminal-
nego nab³onka plemnikotwórczego nie zosta³ jeszcze w pe³ni poznany. Powy¿sze
obserwacje sugeruj¹ jednak, i¿ w trakcie wêdrówki testosteron oraz cytokiny wzma-
gaj¹ endocytozê integralnych bia³ek bariery krew-j¹dro. Testosteron pobudza nastêp-
nie ich transcytozê oraz monta¿ �nowych� po³¹czeñ �cis³ych i przylegania poni¿ej
migruj¹cych komórek, dziêki czemu mo¿liwe jest utrzymanie funkcji barierowej
komórek Sertoliego. Z kolei cytokiny, indukuj¹ degradacjê bia³ek po³¹czeñ miêdzy-
komórkowych w lizosomach lub proteasomach, co prowadzi do przej�ciowego de-
monta¿u BTB powy¿ej migruj¹cych spermatocytów. Mechanizm ten u³atwia nastêp-
nie postêpowe przemieszczanie komórek germinalnych do przedzia³u adluminalnego
[13,125] (ryc. 5 IV, szczegó³owo ryc. 6).

Badania Swinnen�a i wsp. [126] prowadzone na ludzkich komórkach nowotwo-
ru prostaty wykaza³y udzia³ androgenów w regulacji ekspresji enzymów zaanga¿o-

RYCINA 6. Hipotetyczny mechanizm przebudowy po³¹czeñ miêdzykomórkowych w miejscu BTB
podczas pasa¿u spermatocytów preleptotenowych z przedzia³u bazalnego do adluminalnego nab³onka
plemnikotwórczego (szczegó³owy opis w tek�cie). Sg � spermatogonium, ScPl � spermatocyt
preleptotenowy, ScP � spermatocyt pachytenowy.
FIGURE 6. Hypothetical model of cell junction restructuring at the BTB during the transit of preleptotene
spermatocyte from the basal to the adluminal compartment of the seminiferous epithelium (see text for
details). Sg � spermatogonium, ScPl � preleptotene spermatocyte, ScP � pachytene spermatocyte.
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wanych w lipogenezê. Testosteron jest równie¿ odpowiedzialny za regulacjê synte-
zy lipidów eterowych w gruczo³ach napletkowych myszy [68]. Najnowsze badania
dodatkowo wskazuj¹, i¿ zwi¹zki te pe³ni¹ kluczow¹ rolê w zapewnieniu funkcji BTB
oraz dynamiki po³¹czeñ �cis³ych (ryc. 5 V). W j¹drach myszy z knockoutem genu
koduj¹cego acetylotransferazê dihydroksyacetonofosforanu (DAPAT, ang. dihydro-
xyacetonephosphate acyltransferase), enzymu uczestnicz¹cego w biosyntezie li-
pidów eterowych, stwierdzono obni¿on¹ ekspresjê i nieprawid³ow¹ lokalizacjê klau-
dyny-3 oraz zaburzon¹ przebudowê BTB [55].

Powszechnie wiadomo, i¿ regulacja procesów fizjologicznych przez androgeny
zwi¹zana jest z ich klasycznym genomowym mechanizmem dzia³ania [36,116].
Najnowsze badania wskazuj¹ jednak, ¿e odpowied� komórek na androgeny mo¿e
równie¿ odbywaæ siê na drodze nie-klasycznej. Indukowane testosteronem szybkie
efekty obejmuj¹ce zwiêkszenie wewn¹trzkomórkowego poziomu wapnia stwierdzo-
no miêdzy innymi w limfocytach T uk³adu immunologicznego, komórkach miê�ni
szkieletowych, komórkach prostaty i komórkach Sertoliego [6, 24, 75]. Do chwili
obecnej, w komórkach Sertoliego wykazano dodatkowo dwie nie-klasyczne drogi
sygnalizacyjne: poprzez receptor androgenowy i receptor zwi¹zany z bia³kiem G (ryc.
7). W wyniku oddzia³ywania hormonu z AR dochodzi do rekrutacji i aktywacji ki-
nazy Src, co prowadzi do aktywacji receptora naskórkowego czynnika wzrostu (EGF,

RYCINA 7. Nie-klasyczny mechanizm dzia³ania androgenów w komórkach Sertoliego. AR � receptor
androgenowy, T � testosteron, Src �kinaza Src, EGFR � receptor naskórkowego czynnika wzrostu, Ras
� bia³ko Ras, RAF � kinaza RAF, MEK � kinaza MEK, ERK � kinaza ERK, p90RSK � kinaza p90RSK,
CREB � czynnik transkrypcyjny CREB, GPCR � receptor zwi¹zany z bia³kiem G, PLC � fosfolipaza C,
PIP2 � fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforan, IP3� inozytolo-1,4,5-trifosforan, DAG � diacyloglicerol,
ATP � adenozynotrójfosforan. Wed³ug Walker`a [132], zmienione.
FIGURE 7. Non-classical testosterone signalling pathways in Sertoli cells. AR � androgen receptor, T �
testosterone, Src �Src kinase (protein tyrosine kinase of the transforming gene of Rous sarcoma virus),
EGFR � epidermal growth factor receptor, Ras �Ras protein, RAF �RAF kinase (proto-oncogene serin-
threonine-protein kinase), MEK � MAPK/ERK kinase, ERK �ERK kinase (extracellular signal-regulated
kinase), p90RSK � p90RSK kinase (ribosomal protein S6 kinase polypeptide 1), CREB � cAMP response
element-binding, GPCR � G protein coupled receptor, PLC � phospholipase C, PIP2 � phosphatidylinositol
4,5-biphosphate, IP3 � inositol 1,4,5-trisphosphate, DAG � diacylglycerol, ATP �  adenosine triphosphate.
According to Walker [132], modified.
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ang. epidermal growth factor), który wyzwala kaskadê kinaz aktywowanych mi-
togenami (MAPK, ang. mitogen-activated protein kinases). Dochodzi do sekwen-
cyjnej aktywacji kinazy RAF (ang. proto-oncogene serin-threonine-protein kina-
se), MEK (ang. MAPK/ERK kinase) i ERK (ang. extracellular-signal-regulated
kinase), a nastêpnie kinazy p90RSK (ang. ribosomal protein s6 kinase polypep-
tide 1), która w konsekwencji prowadzi  do fosforylacji czynnika transkrypcyjnego
CREB (ang. cAMP response element-binding), w wyniku czego dochodzi do in-
dukcji regulowanych przez CREB genów [28]. Natomiast aktywacja przez testo-
steron transb³onowych receptorów zwi¹zanych z bia³kiem G prowadzi do aktywacji
fosfolipazy C katalizuj¹cej rozpad fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforanu do inozytolo-
1,4,5-trifosforanu i diacyloglicerolu. W wyniku spadku koncentracji fosfatydyloino-
zytolo-4,5-difosforanu dochodzi do zamkniêcia kana³ów K+ATP, co skutkuje depo-
laryzacj¹ komórki i szybkim nap³ywem jonów wapnia do jej wnêtrza przez kana³y
wapniowe typu L [74, 131]. Najnowsze badania wskazuj¹, ¿e nie-klasyczny me-
chanizm dzia³ania testosteronu poprzez kinazy Src i ERK, w stadiach poprzedzaj¹-
cych uwalnianie spermatyd, kiedy ekspresja AR jest najwy¿sza, przyczynia siê do
regulacji adhezji niedojrza³ych komórek germinalnych do komórek Sertoliego. Ak-
tywno�æ kinazy Src jest równie¿ konieczna do rozpadu po³aczeñ miêdzykomórko-
wych podczas uwalniania dojrza³ych spermatyd z nab³onka plemnikotwórczego [118].
Dodatkowo, uruchamiana przez testosteron kaskada sygnalizacyjna mo¿e byæ od-
powiedzialna za przebudowê po³¹czeñ miêdzykomórkowych miêdzy komórkami Ser-
toliego i spermatydami podczas wyd³u¿ania spermatyd w procesie spermiogenezy.
Natomiast sygnalizacja przez fosfolipazê C i Ca2+ uczestniczy prawdopodobnie w
regulacji sekrecji produktów niezbêdnych dla prze¿ycia komórek germinalnych, sta-
bilizuje cytoszkielet podczas przebudowy po³¹czeñ przylegania pomiêdzy komórka-
mi Sertoliego i germinalnymi oraz umo¿liwia ró¿nicowanie i migracjê komórek ger-
minalnych w nab³onku plemnikotwórczym (patrz przegl¹d: [132, 133]).

PODSUMOWANIE

Przedstawione wyniki badañ jednoznacznie ilustruj¹ rolê komunikacji i adhezji
miêdzy komórkami nab³onka plemnikotwórczego w prawid³owym ró¿nicowaniu ko-
mórek germinalnych i podkre�laj¹ istotê precyzyjnych i z³o¿onych mechanizmów
molekularnych le¿¹cych u pod³o¿a regulacji funkcjonowania po³¹czeñ miêdzykomór-
kowych. Równocze�nie z zebranych danych wynika, i¿ zaburzenia po³¹czeñ miê-
dzykomórkowych mog¹ stanowiæ jedn¹ z przyczyn zmian strukturalnych i funkcjo-
nalnych gonady mêskiej. Dlatego poznanie powy¿ej omówionych mechanizmów
wydaje siê mieæ powa¿ne znaczenie nie tylko dla lepszego zrozumienia procesu
spermatogenezy, lecz równie¿ dla rozwoju nowych metod terapeutycznych umo¿li-
wiaj¹cych leczenie obni¿onej p³odno�ci lub bezp³odno�ci mêskiej, której drastyczny
wzrost obserwuje siê w ostatnich latach.
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