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Streszczenie: Spermatogeneza jest ztozonym procesem, ktory obejmuje szereg zdarzen komorkowych i
biochemicznych prowadzacych do wytworzenia haploidalnych spermatyd z diploidalnych spermatogo-
niéw. Prawidlowe roznicowanie komdrek germinalnych wymaga precyzyjnej regulacji endokrynnej obej-
mujacej dzialanie gonadotropin i hormonoéw steroidowych oraz lokalnej kontroli przez czynniki parakry-
nowe i autokrynowe. Podczas spermatogenezy niezb¢dne sg rowniez oddziatywania pomi¢dzy komor-
kami gonady poprzez wyspecjalizowane polaczenia migdzykomorkowe. Struktury te odpowiedzialne sa
za komunikacj¢ pomi¢dzy komoérkami i koordynacje¢ procesdéw metabolicznych. Potaczenia migdzyko-
morkowe posrednicza rowniez w stabilnej adhezji migdzykomdrkowej oraz zapewniajg optymalne sro-
dowisko dla réznicowania komoérek germinalnych i ich migracji w nabtonku plemnikotwérczym. W
niniejszej pracy przedstawiono przeglad najnowszych badan wskazujacych znaczenie polaczen mig-
dzykomorkowych w gonadzie meskiej oraz ich funkcj¢ podczas spermatogenezy. Ponadto, omdwiono
rol¢ androgendw w regulacji dynamiki zmian strukturalnych potaczen migdzykomdrkowych w jadrze.

Stowa kluczowe: polaczenia migdzykomorkowe, gonada meska, bariera krew-jadro, 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. WSTEP

Dla prawidlowego przebiegu procesu spermatogenezy niezbedna jest regulacja
endokrynna realizowana przez wielopoziomowy system okreslany jako o$ podwzgo-
rze-przysadka-jadro [79] oraz komunikacja parakrynna i autokrynna poprzez liczne
produkowane lokalnie czynniki biatkowe [50]. Istotne znaczenie maja réwniez inte-
rakcje miedzykomodrkowe zapewnione przez specyficzne biatka adhezyjne tworza-
ce wyspecjalizowane potaczenia pomiedzy sasiadujacymi komoérkami Sertoliego Iub
migdzy komdrkami Sertoliego i germinalnymi (ryc. 1).

Polaczenia te zapewniaja integralno$¢ nabtonka plemnikotwodrczego, a dzigki in-
tensywnej przebudowie umozliwiaja rownoczesnie przemieszczanie si¢ komorek
germinalnych w kanaliku plemnikotwdrczym. W nabtonku plemnikotwérczym, po-
dobnie jak w innych nablonkach, zidentyfikowano trzy typy polaczen migdzykomor-
kowych, ktore odpowiadaja za adhezj¢ oraz komunikacj¢ miedzykomdrkowa. Sa to
polaczenia Sciste zamykajace (ang. tight junctions), potaczenia zakotwiczajace lub
zwierajace (ang. anchoring junctions) oraz polaczenia komunikacyjne (ang. com-
municating junctions). Niektore z tych potaczen tworza bariere krew-jadro (BTB,
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RYCINA 1. Struktura jadra z uwzglednieniem poszczegdlnych etapdw réznicowania komoérek germinalnych
oraz réznych typow potaczen migdzykomodrkowych w nabtonku plemnikotwoérczym i tkance
interstycjalnej. KS —komdrka Sertoliego, KO-M — komdrka okotokanalikowa-mioidalna, KL — komorka
Leydiga, Sg—spermatogonium, Sc I — spermatocyt pierwszego rz¢du, Sc Il — spermatocyt drugiego rzedu,
SdO — spermatyda okraglta, SAW — spermatyda wydtuzona.

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 [ — primary spermatocyte, Sc I —
secondary spermatocyte, SdO — round spermatid, SdW — elongated spermatid.
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ang. blood-testis barrier), ktéra wykazuje szereg specyficznych dla jadra cech,
roézniacych ja od barier tkankowych wystepujacych w innych narzadach. Ponadto,
w jadrze wystepuja typy polaczen migdzykomorkowych, ktore charakteryzuja sie
unikalnym dla tego narzadu skladem biatkowym, jak specjalizacje powierzchniowe
(ang. ectoplasmic specializations), polaczenia desmosomopodobne (ang. desmo-
some-like junctions, desmosome-gap junctions) oraz kompleksy cewkowo-butaw-
kowate (ang. tubulobulbar complexes). Liczne badania podkreslaja znaczenie
wyspecjalizowanych struktur adhezyjnych w trakcie procesu spermatogenezy [12,
87]. Z uwagi na ogromna réznorodnos¢ biatek budujacych poszczegdlne typy pota-
czen migdzykomodrkowych w gonadzie meskiej, zatozeniem niniejszej pracy bylo
przedstawienie ich wybranej czesci. Ponadto, oméwiono znaczenie androgendw w
regulacji funkcjonowania potaczen miedzykomodrkowych w jadrze.

2. BARIERA KREW-JADRO

W nabtonku plemnikotworczym komponentg somatyczng stanowia komorki Ser-
toliego, okreslane rowniez jako ,.komorki opiekuncze spermatogenezy”, ktore dostar-
czaja strukturalnego oraz odzywczego wsparcia dla roznicujacych sie komorek ger-
minalnych [40]. Ponadto, komorki Sertoliego wspottworzg BTB, nieprzepuszczalng
barier¢ warunkujaca postgp spermatogenezy [44]. Bariera krew-jadro, dzigki regu-
lacji przenikania substancji potencjalnie szkodliwych dla spermatogenezy z naczyn
krwionosnych do przedziatu adluminalnego nablonka plemnikotworczego, zapewnia
wyspecjalizowane mikrosrodowisko umozliwiajace prawidtowe réznicowanie komo-
rek germinalnych. Do prawidlowej funkcji barierowej jadra przyczyniaja sie komor-
ki endotelialne wyscielajace naczynia krwionosne w tkance interstycjalnej oraz ko-
morki okotokanalikowe (mioidalne) wokét kanalikéw plemnikotworezych. Jednak
glowna komponentg i najbardziej szczelnym elementem bariery jest kompleks pota-
czen migdzykomorkowych zlokalizowany pomiedzy sasiadujacymi komorkami Ser-
toliego [115] (ryc. 1 i 2). Formowanie si¢ tych polaczen zwiazane jest z ostatecz-
nym réznicowaniem komorek Sertoliego i podzialem mejotycznym spermatocytow,
co nastgpuje w okresie dojrzewania plciowego.

W kompleksie potaczen BTB wyrdznia si¢ koegzystujace potaczenia Sciste, ba-
zalne specjalizacje powierzchniowe, potaczenia desmosomopodobne i potaczenia
szczelinowe, ktdre wspolnie utrzymuja integralnos¢ bariery (ryc. 2). Polaczenia te
dziela nablonek plemnikotworczy strukturalnie i funkcjonalnie na dwa przedziaty:
przedzial bazalny (przypodstawny), w ktérym znajduja si¢ diploidalne przedmejotyczne
komorki germinalne oraz przedziat adluminalny (przysrodkowy) zasiedlony przez
haploidalne komérki postmejotyczne. Obecnos¢ réznorodnych typow potaczen w
miejscu BTB jest unikalna dla gonady meskiej. W innych narzadach, np. w mdzgu,
bariery tkankowe sa utworzone jedynie przez potaczenia Scisle, a pozostate typy
polaczen migdzykomoérkowych pozostaja w stosunku do nich bez przestrzennego
kontaktu [142].
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RYCINA 2. Molekularna architektura bariery krew-jadro z uwzglednieniem gtéwnych kompleksow
biatkowych. Kompleksy te sktadaja si¢ z integralnych biatek btonowych, wiazacych odpowiednie
cytoplazmatyczne biatka adaptorowe oraz regulatorowe. Wedtug Cheng i Mruk [13], zmienione. AF-6 —
bialko AF-6 (afadyna); ZO-1, -2, -3 — biatko 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; czasteczka sygnalizacyjna szlaku kinazy p38 MAP; JNK — kinaza
aktywowana przez stress (SAPK): ILK — kinaza zwiazana z integrynami; GSK34a — kinaza syntazy
glikogenu 34; pl 30™ — bialko p130 *. 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; GSK34 — glycogen synthase kinase 34; p130Cas — Crk-associated protein; aPKC — atypical
protein kinase C; aPKC/Par3/Par6 — Par (partitioning defective) complex; CRB3/Pals1/PAT] — CRB
(Crumbs) complex; PI3K — phosphatidylinositol-3-kinase.

Bariera krew-jadro tworzy zaporg oddzielajaca roznicujace si¢ postmejotyczne
komorki germinalne od bezposredniego wplywu substancji obecnych w krazeniu, co
w konsekwencji zapewnia barier¢ immunologiczna chroniaca antygenowo obce
haploidalne komdrki germinalne przed uktadem immunologicznym ustroju [44]. Jest
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to niezwykle istotne, poniewaz plemniki oraz ich antygeny powierzchniowe pojawiaja
si¢ na dlugo po ustaleniu tolerancji antygenow wiasnych, tak wigc zaburzenie funk-
¢ji BTB mogtoby prowadzi¢ do produkeji przeciwciat przeciwko plemnikom gospo-
darza. Dodatkowo, BTB odpowiada za utrzymanie polarnosci komorek Sertoliego i
uczestniczy w kontroli przenikania licznych substancji, takich jak: woda, elektrolity,
jony, sktadniki odzywcze, aminokwasy, hormony i czynniki parakrynowe z tkanki
interstycjalnej do wnetrza kanalika plemnikotworczego oraz w jego obregbie. Pod-
czas spermatogenezy BTB ulega statej przebudowie aby umozliwi¢ przejscie pre-
leptotenowych spermatocytéw do przedziatu apikalnego nabtonka [13, 87].

3. POLACZENIA SCISLE

W nabtonku plemnikotworczym polaczenia Sciste wystepuja jedynie w miejscach
kontaktu sgsiadujacych komorek Sertoliego w rejonie BTB. Integralnymi biatkami
btonowymi tych potaczen sa klaudyny-1, -3, -4, -5, -7, -8, i -11, okludyna, czastecz-
ki adhezyjne JAM (ang. junctional adhesion molecules) oraz receptor CAR (ang.
coxsackievirus and adenovirus receptor) [87] (ryc. 2).

Klaudyny i okludyna sa biatkami, w budowie ktoérych wyrdznia si¢ cztery dome-
ny transbtonowe, dwie petle zewnatrzkomoérkowe i jedna wewnatrzkomorkowa oraz
domeny N- i C-koncowa w czgsci cytoplazmatycznej komorki [14]. Klaudyny wy-
stepujace w miejscu BTB odpowiadaja za utrzymanie integralnosci bariery [80, 85].
U myszy z knockoutem genu kodujacego klaudyne-11 stwierdzono zaburzony pro-
ces dojrzewania komorek Sertoliego i ich zrzucanie do $wiatla kanalikow plemniko-
twdrezych, brak funkcjonalnych pasm potaczen scistych migdzy komodrkami Serto-
liego oraz nasilona apoptoze komodrek germinalnych, co prowadzilo do sterylnosci
zwierzat [39, 78]. Natomiast rola jadrowej okludyny pozostaje wcigz dyskusyjna.
Knockout genu kodujacego to biatko wywoluje atrofig¢ kanalikow plemnikotwérezych,
obecnos¢ w kanaliku jedynie komorek Sertoliego i nieptodno$é u myszy 40-60 ty-
godniowych, jakkolwiek u mtodszych osobnikow w wieku reprodukcyjnym struktu-
ra jadra oraz produkcja komorek germinalnych jest prawidtowa [111]. Z drugiej
strony, iniekcja dojadrowa syntetycznego peptydu zaburzajacego homotypowe inte-
rakcje migdzy czasteczkami okludyny zlokalizowanymi w blonach sasiadujacych
komorek Sertoliego prowadzi do uszkodzenia BTB i uwalniania komérek germinal-
nych z nabtonka plemnikotwdrezego szczura, co sugeruje, ze okludyna moze w istotny
sposob wplywaé na funkcj¢ bariery [16].

Okludyna, klaudyny-3, -5 i -11 wykazuja zréznicowang ekspresj¢ w poszczegdl-
nych stadiach cyklu nablonka plemnikotwodrczego, co wskazuje na odmienng funk-
cj¢ tych biatek podczas przemieszczania si¢ spermatocytéw do przedziatu adlumi-
nalnego nabtonka plemnikotworczego [15]. W kanalikach plemnikotworczych my-
szy stwierdzono odwrotng korelacje migdzy poziomem okludyny i klaudyny-11, co
moze $wiadczy¢ o komplementarnym dziataniu tych bialek w zapewnieniu funkcji
BTB [15]. Z kolei przejsciowa ekspresja klaudyny-3 i klaudyny-5 w stadiach bez-
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posrednio poprzedzajacych pasaz speramatocytdéw moze by¢ odzwierciedleniem ich
interakcji w utrzymaniu integralnosci BTB podczas dynamicznej przebudowy pota-
czen migdzykomorkowych [15, 85].

Wazna grupa komponent polaczen $cistych sa cytoplazmatyczne biatka strefy
zamykajacej zwane zonula occludens: ZO-1, ZO-2 i ZO-3, ktére oddziatuja z bial-
kami transbtonowymi i aktyna, zapewniajac bezposrednie polaczenie z cytoszkiele-
tem aktynowym. Biatka ZO-1 dodatkowo oddziatujg z licznymi biatkami regulato-
rowymi, co wskazuje na ich udzial w regulacji szlakow sygnalizacyjnych [25, 38].
W gonadzie meskiej najlepiej poznang jest funkcja biatka ZO-1, ktérego lokalizacje
w rejonie BTB wykazano w jadrach zwierzat laboratoryjnych [15, 91, 94], psa [42],
knura [46] oraz czlowieka [26]. Oddzialywanie z filamentami aktynowymi poprzez
czasteczkg ZO-1 jest niezbedne dla lokalizacji okludyny w miejscu potaczen sci-
stych [31]. Obnizong ekspresje oraz nieprawidlowa lokalizacje ZO-1 stwierdzono
u me¢zczyzn w jadrach z przedinwazyjna forma raka [27]. Ponadto, test z uzyciem
azotanu lantanu, majacy na celu ocene przepuszczalnosci potaczen scistych w miej-
scu BTB wskazal, iz te zmiany nowotworowe prowadza do utraty integralnosci
BTB, co podkresla rolg ZO-1 w utrzymaniu funkcji bariery. Spadek ekspresji i nie-
prawidlowa lokalizacj¢ ZO-1 wykazano réwniez w gonadach samcow szczurow
w wyniku dziatania réznorodnych substancji toksycznych dla rozrodu, jak chlorek
kadmu [143] i dietylheksyloftalan [121] oraz w jadrach knuréw traktowanych flu-
tamidem w okresie prenatalnym i neonatalnym [46], a zmiany te prowadzily do
zaburzonego procesu roznicowania komorek germinalnych i uszkodzenia kanalikow
plemnikotwoérczych. W miejscu BTB zlokalizowano réwniez biatko ZO-2 [9]. U
myszy z niemal catkowita utrata ekspresji ZO-2 w jadrach, wykazano zmiany lo-
kalizacji innych komponent bariery, jak klaudyna-11 i Cx43 oraz zwigkszona prze-
puszczalno$é struktury dla lantanu, co wskazuje na znaczaca role tego biatka w
utrzymaniu integralnosci potaczen Scistych [147].

Przedstawiciele rodziny czasteczek adhezyjnych JAM sg bialkami o pojedynczej
domenie transblonowej nalezacymi do nadrodziny immunoglobulin [4]. W gonadzie
wykazano ekspresje biatek JAM-A, -B i -C, sposrod ktorych JAM-A i JAM-B wy-
stepuja w komorkach Sertoliego w miejscu BTB oraz w okraglych i wydhuzonych sper-
matydach [35, 117]. U myszy z delecja genu Jam-A stwierdzono zaburzona ruchliwos¢
plemnikow prowadzaca do obnizonej plodnosci, natomiast u osobnikow z delecja genu
Jam-B nie obserwowano zmian w morfologii jader i plemnikdéw ani ptodnosci, co suge-
ruje niewielka role tych bialek w utrzymaniu integralnosci BTB [112, 117].

Dalszym sktadnikiem potaczen $cistych i zakotwiczajacych jest receptor CAR
[84,134]. Receptor ten zostatl poczatkowo scharakteryzowany jako biatko powierzch-
niowe uczestniczace w wejsciu do komodrki wirusa Coxsackie B i adenowirusa [18].
Dalsze badania wykazaty, ze biatko to kolokalizuje z okludyna i koprecypituje z ZO-
1, co wskazuje, ze jest ono sktadnikiem kompleksu potaczen Scistych i jego regu-
latorem [17, 99]. Dodatkowo, biatku CAR przypisuje si¢ role w adhezji komoérko-
wej [97]. W jadrze biatko to ulega ekspresji w komorkach Sertoliego i komorkach
germinalnych. Stosujac barwienie immunofluorescencyjne wykazano kolokalizacje
CAR z ZO-1 i N-kadheryng w rejonie BTB [134].
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4. SPECJALIZACJE POWIERZCHNIOWE

Podczas przemieszczania si¢ komodrek germinalnych z czgsci peryferycznej w
kierunku $wiatta kanalikow, komorki Sertoliego tworza z nimi dynamiczne kompo-
zycje okreslane jako stadia cyklu nabtonka plemnikotwodrczego. Proces spermioge-
nezy obejmujacy réznorodne zmiany morfologiczne spermatyd, takie jak uzyskanie
polarnosci, kondensacja chromatyny i formowanie jadra komérkowego oraz powstanie
akrosomu, witki i ciat resztkowych zwiazany jest rowniez ze zmianami pozycji sper-
matyd w nablonku plemnikotwdrczym [62]. Kazda komdrka Sertoliego asocjuje z
okoto 30-50 komoérkami germinalnymi, ktorych liczba jest zalezna od gatunku [137].
Stabilna adhezja migdzy komdrkami germinalnymi i komorkami Sertoliego jest za-
pewniona dzigki polaczeniom desmosomopodobnym oraz apikalnym specjalizacjom
powierzchniowym, a bliski kontakt obu typéw komorek jest warunkiem prawidlo-
wego przebiegu spermatogenezy [58].

Struktury okreslane jako specjalizacje powierzchniowe sa specyficznym dla ja-
dra typem polaczen zakotwiczajacych. Bazalne specjalizacje powierzchniowe obecne
sq miedzy sasiadujacymi komorkami Sertoliego w miejscu BTB. Natomiast analo-
giczne polaczenia, zlokalizowane w rejonie przysrodkowym kanalika plemnikotwor-
czego w miejscu kontaktu komodrek Sertoliego z komorkami germinalnymi okresla-
ne sa jako apikalne specjalizacje powierzchniowe [86,130,150].

Bazalne specjalizacje powierzchniowe

Wiadomo, ze bazalne specjalizacje powierzchniowe przyczyniaja si¢ do utrzyma-
nia integralnosci BTB [105], jakkolwiek mechanizm tego zjawiska nie zostat dotych-
czas poznany. Do chwili obecnej zidentyfikowano dwa gléwne kompleksy biatkowe
bazalnych specjalizacji powierzchniowych: kompleks kadheryna/katenina oraz nek-
tyna/afadyna (ryc. 2).

Wielobiatkowe kompleksy kadheryna-katenina sa jednostkami adhezyjnymi, pet-
niacymi rowniez dodatkowe funkcje, jak regulacja stopnia polimeryzacji cytoszkie-
letu i polarnosci komérkowej czy kontrola podzialow komérkowych i supresja no-
wotworu. Kadheryny sa duzg rodzing transblonowych bialek posredniczacych w
adhezji zaleznej od jonéw wapnia. Z cytoplazmatycznym koncem kadheryn, w tym
N-kadheryny i E-kadheryny, wiaza si¢ a-katenina lub y-katenina (zwana rowniez
plakoglobing) oraz katenina p120. Kompleks ten jest zakotwiczony w cytoszkiele-
cie aktynowym poprzez biatko wiazace aktyne, o-katening (ryc. 2 i 3) [95]. Naj-
nowsze badania in vitro wskazuja jednak, ze o-katenina nie moze rownoczesnie
wiazac¢ si¢ do F-aktyny i kompleksu kadheryna/a-katenina, co sugeruje, ze w inte-
rakcjach z cytoszkieletem aktynowym moga posredniczy¢ inne biatka cytoplazma-
tyczne [22, 148].

W gonadzie, N-kadheryna oraz E-kadheryna ulega ekspresji zarowno w komor-
kach Sertoliego jak i germinalnych. Ekspresja E-kadheryny w komorkach germi-
nalnych jest znaczaco wigksza niz N-kadheryny, natomiast ekspresja N-kadheryny
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przewaza wyraznie w miejscach kontaktu sasiadujacych komorek Sertoliego [59,
65, 146]. O znaczeniu polaczen zakotwiczajacych dla prawidtowej spermatogenezy
$wiadczy obnizona ekspresja B-kateniny w miejscach kontaktu komérek w kanali-
kach plemnikotwdrczych z zatrzymanym procesem spermatogenezy i obecnoscia
jedynie komorek Sertoliego [63]. Obnizona ekspresje N-kadheryny i 3-kateniny oraz
nieprawidlowa lokalizacje¢ tych biatek stwierdzono rowniez w gonadach dorostych
knuréw poddanych ekspozycji na anty-androgen, flutamid. Zmiany te korelowaly z
zaburzonym roznicowaniem komoérek germinalnych oraz atrofia kanalikow plemni-
kotworczych [46].

Apikalne specjalizacje powierzchniowe

Apikalne specjalizacje powierzchniowe pojawiaja si¢ w miejscach kontaktu ko-
morek Sertoliego i spermatyd, w momencie gdy spermatydy zaczynajq si¢ wydhu-
za¢ (u szczura stadium 6smym spermatyd) i zanikajq tuz przed spermiacjg [105],
ulegajac internalizacji przez inny typ potaczen, okreslany jako kompleks cewkowo-
bulawkowaty [154]. Apikalne specjalizacje powierzchniowe wykazuja unikalng hy-
brydowa nature, dzieki ktorej moga one petnié¢ wyspecjalizowane funkcje przypisy-
wane roznym typom potaczen w innych tkankach [144].

Przypuszcza sig, ze te struktury sa odpowiedzialne za nadanie odpowiedniego
ksztaltu glowkom wydluzajacych si¢ spermatyd, utrzymanie prawidlowej orientacji i
pozycji spermatyd w nabtonku plemnikotwdrczym, przemieszczanie si¢ spermatyd
w kryptach komorek Sertoliego oraz regulacje spermiacji. Jednak gldwna funkcja
tych polaczen jest zapewnienie stabilnej adhezji spermatyd do komorek Sertoliego
[86]. Dzieki pomiarom sity niezbednej do oddzielenia roznych typéw komorek ger-
minalnych (spermatocytow i spermatyd) od komorek Sertoliego wykazano, ze ad-
hezja przy udziale apikalnych specjalizacji powierzchniowych jest silniejsza niz przy
udziale potaczen desmosomopodobnych [141].

Apikalne specjalizacje powierzchniowe wykorzystuja cytoszkielet aktynowy jako miej-
sce zakotwiczenia w komorce. Ultrastrukturalnie, warstwa filamentow aktynowych zlo-
kalizowana jest pomigdzy blona komorek Sertoliego, a cysternami siateczki $rédplazma-
tycznej, natomiast nie zostata stwierdzona w spermatydach. Dodatkowo, filamenty ak-
tynowe apikalnych specjalizacji powierzchniowych utozone sa unipolarnie i tworza uklad
heksagonalny, co odroznia je od filamentéw obecnych w miejscu polaczen miedzyko-
morkowych w innych tkankach [86, 129]. Ponadto, apikalne specjalizacje powierzch-
niowe charakteryzuja si¢ unikalng kompozycja, obejmujaca biatka i kompleksy biatko-
we, ktore w innych tkankach tworza polaczenia Sciste, polaczenia przylegania czy kon-
takty zogniskowane zwane rowniez ptytkami przylegania [S8] (ryc. 3).

Kompleksy kadheryna-katenina, poza lokalizacja w rejonie BTB, wystepuja row-
niez w apikalnej czg¢sci nablonka plemnikotworczego. Ze wzgledu na niejednoznaczne
wyniki badan obecnos¢ N-kadheryny w tym rejonie byla kontrowersyjna, ale obec-
nie wiadomo juz, ze biatko to jest komponenta apikalnych specjalizacji powierzch-
niowych [51, 66, 140] (ryc. 3).

W adhezji wydtuzonych spermatyd do komérek Sertoliego posredniczy réwniez
kompleks integryna-laminina. Integryny sa biatkami kontaktow zogniskowanych oraz
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RYCINA 3. Molekularna architektura apikalnych specjalizacji powierzchniowych z uwzglgdnieniem
gléwnych kompleksow biatkowych. Wedtug Kopera i wsp. [58] oraz Cheng i Mruk [13], zmienione.
p120 —katenina p120; FAK —kinaza FAK; Src —kinaza Src; Rho B — bialko Rho; JAM-B, -C — czasteczki
adhezyjne JAM-B, -C; CREB — czynnik transkrypcyjny CREB; CAR —receptor CAR ; aPKC/Par3/Par6
— kompleks Par; PATJ i Pals1 — biatka polarnosci komdrkowej.

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 Palsl — polarity proteins.

hemidesmosomow, polaczen odpowiedzialnych za zakotwiczenie komodrki do macie-
rzy zewnatrzkomodrkowej [33, 76], podczas gdy lamininy sa sktadnikami btony pod-
stawnej [82, 83]. W jadrze nie wystepuja kontakty zogniskowane, a jedyna struk-
tura odpowiedzialng za przytwierdzenie komorek Sertoliego do btony wlasnej kana-
lika plemnikotworczego sa hemidesmosomy asocjujace z filamentami posrednimi
[145]. Badania Yan i wsp. (2008) wykazaly obecnos¢ 1 integryny w desmoso-
mach gonady meskiej, jednak kompleks integryna-laminina zostal zidentyfikowany
w miejscu apikalnych specjalizacji powierzchniowych. Interesujacym jest fakt, ze
ekspresje integryny a6ol oraz lamininy o30303 stwierdzono kolejno w komoérkach
Sertoliego i wydtuzonych spermatydach [119, 149] (ryc. 3). Najnowsze badania wy-
kazaly, ze zrekombinowane fragmenty biatkowe lamininy 3 i f3 wywoluja reduk-
cje poziomu okludyny w BTB i integryny 41 w hemidesmosomach, co moze §wiad-
czy¢ o precyzyjnej koordynacji przebudowy potaczen migdzykomdrkowych podezas
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spermiacji i pasazu spermatocytow przez BTB [152]. Co istotne, obserwacje te
wskazuja na istnienie fizjologicznego powiazania migdzy hemidesmosomami oraz
potaczeniami bariery.

W miejscu specjalizacji powierzchniowych (zaréwno apikalnych jak i bazalnych)
zlokalizowano inne biatko kontaktéw zogniskowanych, winkuline, ktéra odgrywa
istotng role podczas przemieszczania si¢ komérek. W wyniku badan postawiono
hipoteze, iz winkulina uczestniczy w przebudowie potaczen miedzykomdrkowych
poprzedzajacej spermiacjg [96, 120].

Pomimo, iz potaczenia Sciste wystgpuja w gonadzie meskiej jedynie w miejscu
BTB, niektore biatka tych polaczen zostaty zidentyfikowane rowniez w innych re-
jonach nabtonka plemnikotwdrczego (ryc. 3). Badania Gliki i wsp. [35] wykazaty
w miejscu apikalnych specjalizacji powierzchniowych obecnos¢ JAM-B oraz JAM-
C, odpowiednio w komorkach Sertoliego i spermatydach. Dzieki wykorzystaniu trans-
genicznych myszy z knockoutem globalnym, jak rowniez z knockoutem jedynie w
komorkach mejotycznych genu kodujacego JAM-C dowiedziono, iz biatko to jest
niezbedne dla réznicowania okraglych spermatyd w plemniki [35, 92].

Nalezy zaznaczy¢, ze apikalne i bazalne specjalizacje powierzchniowe wykazuja
nie tylko szereg podobienstw ale rowniez istotne roznice dotyczace ich funkcji oraz
regulacji. Wedlug niektorych badaczy unikalna hybrydowa natura apikalnych spe-
cjalizacji powierzchniowych czyni ten typ potaczen idealnym celem dla rozwoju badan
nad meska antykoncepcja w przysztosci, kiedy regulacja ich funkcji zostanie lepiej
poznana i w pelni zrozumiana [1, 67, 89].

5. KOMPLEKSY CEWKOWO-BULAWKOWATE

Obecnos¢ komplekséw cewkowo-butawkowatych w jadrze zostala po raz pierwszy
wykazana w oparciu o analiz¢ morfologiczng nablonka plemnikotwdrczego przepro-
wadzona przez Russella i Clermonta w drugiej potowie lat 70. ubieglego wieku
[104]. Struktury te pojawiaja si¢ pod koniec procesu spermiogenezy w apikalnej
czesci nabtonka plemnikotwdrczego w miejscach kontaktu komorek Sertoliego i
wydhuzonych spermatyd w rejonach zajmowanych uprzednio przez apikalne specja-
lizacje powierzchniowe. Kompleksy cewkowo-bulawkowate maja postaé¢ cylindrycz-
nych wypustek bton komdérkowych spermatyd zakonczonych bulwiastym rozszerze-
niem i zlokalizowanych w inwaginacjach sasiadujacych komdrek Sertoliego (ryc. 4).
W cytoplazmie komoérek Sertoliego region cylindryczny otoczony jest siecia filamen-
téw aktynowych, podczas gdy wokdt regionu bulwiastego znajduja si¢ elementy
siateczki srédplazmatycznej. Ponadto, w poblizu dystalnego konca wypustek obec-
ne sa skupiska pecherzykow, ktore w mikroskopie elektronowym i dzigki obecnosci
biatek markerowych EEA1 (ang. early endosome antigenl), LAMP1 (ang. lyso-
some associated membrane protein 1) i SGP1 (ang. sulphated glycoprotein 1/
cathepsin) zidentyfikowano jako endosomy oraz lizosomy [41,154]. Kompleksy
cewkowo-butawkowate wykazuja liczne podobienstwa do podosomdw, struktur za-
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angazowanych w adhezj¢ i degradacj¢ macierzy zewnatrzkomorkowej. W oparciu
o te obserwacje i ekspresj¢ okreslonych biatek zasugerowano, ze formowanie kom-
pleksow cewkowo-butawkowatych rozpoczyna si¢ wytworzeniem dotka optaszczo-
nego klatryna. Natomiast dalsze wydtuzanie cylindrycznych wypustek jest zwiaza-
ne z powstaniem tréjwymiarowej sieci rozgalgzien filamentéw aktynowych, podob-
nie jak ma to miejsce w podosomach [153].

Kompleksy cewkowo-butawkowate zaangazowane sa w spermiacje¢, jednak ich
doktadna rola w tym procesie jest stosunkowo stabo poznana. Dotychczas sugeruje
sig, iz struktury te uczestnicza w zakotwiczeniu spermatyd w komodrkach Sertolie-
go, a ich rozpad zwiazany jest z uwolnieniem komorek germinalnych do $wiatta
kanalikéw plemnikotwodrczych [104]. Inne badania wskazuja na funkcje komplek-
sow cewkowo-butawkowatych w usuwaniu nadmiaru cytoplazmy i zawartosci akro-
somu spermatyd oraz w mechanicznej stabilizacji podczas wydtuzania si¢ glowy
spermatydy [54, 107, 128]. Ponadto, uwaza sie, ze kompleksy cewkowo-butawko-
wate uczestnicza w internalizacji apikalnych specjalizacji powierzchniowych podczas
ich demontazu poprzedzajacego spermiacj¢ [109, 154]. Ostatnig hipoteze wspieraja
badania Guttman’a i wsp. [41], w ktérych stwierdzono obecnos¢ biatek specjaliza-
cji powierzchniowych w kompleksach i pecherzykach zlokalizowanych w poblizu ich
dystalnego konca. Ponadto, badacze ci wykazali w rejonach komdrek Sertoliego
zajmowanych przez kompleksy cewkowo-bulawkowate kinaz¢ biatkowa Co., ktorej
rolg jest regulacja endocytozy czasteczek adhezyjnych.

W nabtonku plemnikotworczym kompleksy cewkowo-bulawkowate wystepuja
réwniez w miejscu BTB, w postaci wypustek cytoplazmatycznych umiejscowionych
w inwaginacjach
sasiadujacych ko-
morek Sertoliego =
[104] (ryc. 4). Ob- KS O
serwacje ultra-
strukturalne po-
zwolily stwierdzié¢
obecnos¢ potaczen
Scistych i potaczen
szczelinowych w
tych kompleksach,
co wskazuje na
ich role w interna-
lizacji struktur ad-
hezyjnych podczas
cyklicznej przebu-
dowy BTB zwia-

zanej z mlgrac’:J & RYCINA 4. Budowa i lokalizacja kompleksow cewkowo-butawkowatych.

spermatocytow  wedlug Guttman’a i wsp. [41], zmienione.

[106]. FIGURE 4. Structure and localization of tubulobulbar complexes. Acoording
to Guttman et al. [41], modified.
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6. DESMOSMY/POLACZENIA DESMOSOMOPODOBNE

Desmosomy sa potaczeniami migdzykomorkowymi, ktore posrednicza w stabil-
nej adhezji migdzy komdérkami nablonkowymi i odpowiadaja za utrzymanie integral-
nosci tkanek. Pelnig one istotng rol¢ w narzadach i tkankach narazonych na stres
mechaniczny (serce, skora), ale wystepuja réwniez w innych narzadach, jak wa-
troba, nerka i jadro [49]. Polaczenia te, poza funkcja adhezyjna, reguluja réznorod-
ne szlaki wewnatrzkomorkowe, dzigki czemu uczestnicza w kontroli proliferacji
komorek i ich migracji, réznicowaniu tkanek oraz morfogenezie [32, 136]. Integral-
nymi biatkami blonowymi tych potaczen sa kadheryny desmosomalne: desmogleiny
i desmokoliny. Te czasteczki adhezyjne asocjuja nastepnie z plytka cytoplazmatyczng
zbudowang z plakoglobiny (znanej rowniez jako y-katenina), plakofiliny i desmopla-
kiny, w ktorej zakotwiczone sa filamenty posrednie cytoszkieletu [20].

Pomimo, iz obecnos¢ struktur desmosomopodobnych w gonadzie znana jest od
ponad trzech dekad [103], dostepna wiedza o budowie i funkcji tych polaczen jest
zaskakujaco niewielka. Najnowsze badania potwierdzity ekspresj¢ kilku genéw de-
smosomalnych w jadrze oraz obecnos¢ funkcjonalnych polaczen desmosomopodob-
nych pomigdzy komorkami Sertoliego in vitro [72]. Struktury te, poza lokalizacja w
rejonie BTB, wystepuja takze w miejscach kontaktu miedzy komdrkami Sertoliego
i niektorymi stadiami komodrek germinalnych, az do spermatyd w stadium 6smym,
w ktorych zostaja zastapione przez apikalne specjalizacje powierzchniowe [103] (ryc.
1 1 3). Tak wigc typ potaczenia zakotwiczajacego pomiedzy komorkami Sertoliego
i germinalnymi zalezy od stopnia zréznicowania komorek germinalnych. Nalezy
podkresli¢, iz desmosomy w gonadzie okreslane sa jako potaczenia desmosomopo-
dobne, poniewaz wykazuja podobienstwa na poziomie ultrastrukturalnym z polacze-
niami szczelinowymi [108]. Ponadto wiadomo, ze w gonadzie meskiej dochodzi do
strukturalnych interakcji plakofiliny (biatka desmosomalnego) z biatkiem potaczen
szczelinowych, koneksyng 43 (Cx43, ang. connexin 43), a nastepnie oddzialywa-
nia Cx43 z biatkami budujacymi BTB, jak N-kadheryna i ZO-1 [70].

Najnowsze badania z zastosowaniem specyficznych siRNA wykazaly, iz rowno-
czesny knock-down gendéw kodujacych desmogleine-2 i desmokoling-2 prowadzi do
obnizonej ekspresji i nieprawidlowej cytoplazmatycznej lokalizacji biatka ZO-1 w
hodowanych komorkach Sertoliego. Rownoczesnie obserwowano zmiany lokalizacji
kinazy c-Src (ang. protein tyrosine kinase of the transforming gene of Rous
sarcoma virus) oraz nasilona endocytoze receptora CAR, co prowadzilo do cze-
sciowego naruszenia funkcji BTB [72]. Ponadto, desmogleina-2 koimmunoprecypi-
tuje z kinaza c-Src, ktéra oddziatuje rowniez z innymi biatkami bariery, jak CAR,
okludyna, N-kadheryna, ZO-1 oraz Cx43 [11]. Na podstawie tych obserwacji stwier-
dzono, iz potaczenia desmosomopodobne dzigki interakcjom z c-Src zapewniaja pra-
widlowa fosforylacje biatek bariery, a poza ich funkcja w zapewnieniu adhezji mig-
dzykomorkowej, stanowig rowniez platforme uczestniczaca w przekazaniu sygnatu
w miejscu BTB (patrz przeglad: [11, 88]).
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7. POLACZENIA SZCZELINOWE

Polaczenia szczelinowe (ang. gap junctions) sa typem potaczen komunikacyj-
nych utworzonym przez wyspecjalizowane kanaly pomigdzy przedzialami cytopla-
zmatycznymi sgsiadujacych komorek. Kanaly te wytworzone sg przez dwa konek-
sony, heksameryczne struktury powstate w wyniku oligomeryzacji biatek nalezacych
do rodziny koneksyn (Cx). Potaczenia szczelinowe dostarczaja szlakow komunika-
cyjnych miedzy komérkami i umozliwiaja koordynacje aktywnosci komorek dzieki
dwukierunkowej wymianie czasteczek o masie czasteczkowej mniejszej od 1,5 kDa,
jak jony, aminokwasy, drobnoczasteczkowe metabolity czy przekazniki sygnatu [61].
W genomie cztowieka zidentyfikowano 21, natomiast u myszy 20 genow koduja-
cych rézne typy koneksyn, ktore ulegaja ekspresji w sposob zalezny od komorki,
tkanki i etapu rozwoju [90, 122]. Polaczenia szczelinowe pelnia istotna role w licz-
nych procesach, jak regulacja morfogenezy podczas rozwoju zarodkowego, rézni-
cowanie, wzrost i proliferacja, regulacja metabolizmu komdrkowego, utrzymanie
homeostazy, regeneracja tkanek oraz karcinogeneza [69, 73, 81].

Potaczenia te zapewniaja rowniez komunikacje miedzykomorkowa w jadrze, nie-
zbedna dla prawidlowego przebiegu spermatogenezy. W gonadzie meskiej wykaza-
no ekspresje kilkunastu koneksyn (Cx26, Cx31, Cx31.1, Cx32, Cx33, Cx37, Cx40,
Cx43, Cx45, Cx46 i Cx50), wsrdd ktorych dominujaca jest koneksyna 43 [100]. W
nabtonku plemnikotwdrczym Cx43 tworzy polaczenia szczelinowe pomiedzy sasia-
dujacymi komoérkami Sertoliego (w miejscu BTB) oraz pomigdzy komorkami Serto-
liego i germinalnymi. Liczne badania wskazuja, ze ekspresja i lokalizacja tej konek-
syny u wielu gatunkow ssakow i cztowieka ulega zmianom, ktére korelujg z rézni-
cowaniem komoérek germinalnych i maja charakter zalezny od stadium cyklu na-
btonka plemnikotworczego [3, 93, 124]. Niemniej jednak, istnieja pewne gatunko-
wo-specyficzne roznice we wzorze dystrybucji tego biatka. Przyktadowo, Cx43 zlo-
kalizowano w przedziale adluminalnym nabtonka plemnikotwdrczego, w miejscach
kontaktu komdrek Sertoliego z wydluzonymi spermatydami, u konia, psa i knura [47,
56, 110], natomiast u szczuréw obecnos¢ koneksyny 43 w tej czesci nablonka po-
zostaje kontrowersyjna [19, 70]. Wyniki badan Decrouy i wsp. [19] dotyczace oceny
dyfuzji barwnikdéw pomigdzy sasiadujacymi komdrkami nablonka plemnikotworcze-
go w polaczeniu z analizg ekspresji Cx43 jednoznacznie wykazaly sie¢ komunikacji
miedzykomodrkowej zbudowanej z koneksynowych potaczen szczelinowych. Intere-
sujacym jest fakt, iz natezenie dyfuzji barwnika zmienialo si¢ w zaleznosci od sta-
dium cyklu nablonka plemnikotwdrczego. Stadio-zalezna lokalizacja Cx43 i funkcja
utworzonych przez nig polaczen szczelinowych wskazuje na uczestnictwo tego biatka
w koordynacji metabolizmu komorek Sertoliego oraz koordynacji metabolicznej po-
miedzy komdrkami Sertoliego i komodrkami germinalnymi, ktéra zapewnia synchro-
nizacje proliferacji i roznicowania komorek germinalnych [98].

Koneksyna 43 petni kluczowa rolg w regulacji rozwoju i funkcji gonady meskiej
o czym jednoznacznie $wiadcza wyniki badan na transgenicznych myszach z knoc-
koutem genu Gjal (ang. gap junction alpha 1), inaczej genu Cx43. U myszy



698 I. KOPERA-SOBOTA, B. BILINSKA

tych wykazano miedzy innymi mniejsza mase jader, zatrzymanie spermatogenezy
na etapie spermatogoniow, zredukowana liczbe komodrek germinalnych, a nawet
obecnos¢ w kanaliku jedynie komodrek Sertoliego [8, 102]. Koneksyna 43 uczestni-
czy w kontroli proliferacji i réznicowania komodrek Sertoliego, o czym $wiadczy
znaczaco wyzsza ekspresja markera stanu ich dojrzalosci, receptora oo hormonow
tarczycy (THRA, ang. thyroid hormone receptor ) w jadrach mutantéw [8, 123].
Ponadto, badania z zastosowaniem specyficznych inhibitorow potaczen szczelinowych
wykazaly zwigkszong inkorporacj¢ bromodeoksyurydyny (BrdU) w komorkach Ser-
toliego rownolegle ze wzrostem ich liczby, co dostarcza dowodow na uczestnictwo
Cx43 w negatywnej regulacji proliferacji komorek Sertoliego i tym samym kontroli
wydajnosci spermatogenezy [34]. Polaczenia szczelinowe w nablonku plemnikotwor-
czym moga by¢ réwniez zaangazowane w kontrole przezywania/smierci komodrek
szlaku spermatogenezy, a ich rola wydaje si¢ by¢ odmienna na réznych etapach
zycia postnatalnego. Zablokowanie koneksyn w wyniku iniekcji specyficznych pep-
tydéw pan-koneksynowych prowadzi do nasilonej apoptozy i utraty komoérek ger-
minalnych w nablonku plemnikotworczym dorostych szczuréw [64]. Ponadto, w
zarodkach myszy z knockoutem genu Cx43 wykazano mniejsza liczbe pierwotnych
komorek plciowych zasiedlajacych grzebienie plciowe, co zwiazane bylo ze wzro-
stem ich apoptozy w wyniku nieprawidlowej aktywacji biatka p53 [30]. Z drugiej
strony, badania in vitro na materiale pozyskanym z jader neonatalnych szczurdéw
wykazaly, iz zastosowanie blokera potaczen szczelinowych (a-GA) oraz peptydow
blokujacych Cx43 i peptydow pan-koneksynowych prowadzi do redukceji liczby ko-
moérek germinalnych wykazujacych ekspresje aktywowanej kaspazy-3, enzymu
wykonawczego apoptozy [34].

Najnowsze badania wskazuja na uczestnictwo Cx43 w lokalnej regulacji biatek
tworzacych kompleksy potaczen migdzykomoérkowych w gonadzie meskiej (patrz
przeglad: [138]). U szczurdéw z knock-outem Cx43 stwierdzono zaburzona ekspre-
sj¢ biatek polaczen Scistych i przylegania [10]. Podobne rezultaty uzyskano w ho-
dowanych komdrkach Sertoliego z knock-downem genu Cx43 lub traktowanych
blokerami potaczen szczelinowych [10]. Obserwacje te wskazuja, iz Cx43 jest za-
angazowana w kontrole dynamiki BTB w jadrach. Ponadto, w komorkach Serto-
liego zidentyfikowano funkcjonalny kompleks Cx43 i plakofiliny-2, biatka polaczen
desmosomopodobnych, ktory reguluje rozmieszczenie biatek potaczen scistych bu-
dujacych BTB i, w konsekwencji, odpowiada za utrzymanie integralnosci bariery
[70]. Wykazano rowniez, iz knock-down genu Cx43 opdznia ponowny montaz BTB
zaburzonej uprzednio w wyniku zastosowania chelatora jonéw wapniowych lub bis-
fenolu A [71]. Wyniki te wskazuja istotng role Cx43 w montazu BTB podczas jej
cyklicznej przebudowy w warunkach fizjologicznych.

W gonadzie meskiej koneksyna 43 jest rowniez zlokalizowana w tkance intersty-
cjalnej pomigdzy sasiadujacymi komoérkami Leydiga [7,56]. Do chwili obecnej Cx43
jest jedynym typem koneksyn zidentyfikowanym w komérkach Leydiga [101,127]. U
réznych gatunkow ssakéw ekspresja tego biatka w tkance interstycjalnej wzrasta wraz
z wiekiem osiagajac maksymalny poziom u osobnikéw dorostych [23, 45, 56, 57, 101],
co moze wskazywac¢ na udzial Cx43 w koordynacji androgennej aktywnosci komo-
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rek Leydiga. Hipoteze te wspieraja badania Goldenberg i wsp. [37] prowadzone na
hodowanych komorkach Leydiga, w ktérych udowodniono, iz wzrost sekrecji testo-
steronu w odpowiedzi na LH jest zwiazany z obnizona komunikacja mi¢dzykomor-
kowa poprzez polaczenia szczelinowe. Dotychczas, jedynie badania Kahiri i wsp. [52]
sugeruja, ze utworzone przez Cx43 polaczenia szczelinowe nie sa kluczowymi dla pro-
dukcji androgendéw, gdyz w gonadzie myszy z knock-outem genu Cx43 nie stwier-
dzono steroidogennej dysfunkcji komorek Leydiga.

Nieprawidlowa ekspresja i/lub lokalizacja Cx43 zwigzana jest z licznymi zabu-
rzeniami spermatogenezy, co wskazuje na istotng funkcje tej koneksyny dla prawi-
dlowego roznicowania komorek germinalnych. Ostabienie lub brak immunoekspresji
Cx43 z rownoczesna hypospermatogeneza lub syndromem samych komorek Serto-
liego obserwowano w kanalikach plemnikotwoérczych nieptodnych mezczyzn, my-
szy z zaburzona spermatogeneza i koni z wnetrostwem [2,47,60,77,124]. Ponadto,
zaburzona komunikacja poprzez potaczenia szczelinowe objawiajaca si¢ obnizong
ekspresja Cx43 i zmiang dystrybucji biatka z rownoczesna dysfunkcja spermatoge-
nezy zostala opisana w jadrach dorostych szczuréw oraz knurdéw traktowanych
neonatalnie odpowiednio bisfenolem A i flutamidem [56,113]. Interesujacym jest fakt,
iz nieprawidlowa lokalizacje Cx43 stwierdzono réwniez w nowotworach gonady
meskiej [110, 114].

8. UDZIAL ANDROGENOW W REGULACJI
FUNKCJONOWANIA POLACZEN MIEDZYKOMORKOWYCH
GONADY

U wszystkich gatunkow ssakdéw réznicowanie oraz funkcjonalna aktywnosé ja-
der pozostaje pod kontrola endokrynna obejmujaca o$ podwzgorzowo-przysadkowo-
gonadalna. Uwalniana z gonadotropow przedniego plata przysadki lutropina (LH,
ang. luteinizing hormone) stymuluje komorki Leydiga do produkcji i sekrecji glow-
nego meskiego hormonu plciowego, testosteronu. Hormon ten jest niezbednym dla
réznicowania i rozwoju meskich narzadéw rozrodczych podczas embriogenezy i doj-
rzewania plciowego oraz regulacji i utrzymania spermatogenezy [21]. Sygnalizacja
uruchamiana przez androgeny w komorkach Sertoliego jest rowniez istotna dla
transformacji spermatyd okraglych w wydtuzone i uwalniania komérek germinalnych
do $wiatla kanalikow plemnikotworczych [48]. W swietle najnowszych doniesien
wiadomo, ze testosteron odpowiada za adhezj¢ spermatyd do komodrek Sertoliego
(ryc. 5 1) oraz utrzymanie integralnosci BTB, co wskazuje na jego istotng rolg w
kontroli funkcjonowania pofaczen migdzykomoérkowych w gonadzie [5,80,135]. Model
dzialania testosteronu na biatka potaczen miedzykomorkowych w gonadzie meskiej
przedstawiono na rycinach (ryc. 5 i 6).

Na kluczowa rolg androgenow dziatajacych przez receptor wlasny (AR, recep-
tor androgenowy, ang. Androgen Receptor) w regulacji czynno$ci polaczen mig-
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FIGURE 5. Effect of testosterone on testicular cell junction dynamics in the testis (see text for details).
KS —Sertoli cell.

dzykomorkowych, szczegdlnie w miejscu BTB, jednoznacznie wskazujg badania na
transgenicznych myszach. U osobnikow Ap™/0x@x =10 Y. To (4mh-Cre) z usunietym
AR w komorkach Sertoliego stwierdzono dyfuzje biotyny do przedziatu adluminal-
nego kanalikow plemnikotworezych, co swiadezy o zwiekszonej przepuszczalnosci
BTB [80]. Obserwacje te wspieraja badania na innym modelu mysim z knocko-
utem genu AR w komodrkach Sertoliego (SCARCO, ang. Sertoli cell-specific an-
drogen receptor knockout), ktore wykazaly opozniona formacje i zaburzona funkcje
BTB w jadrach mutantow. Zmiany te byly zwigzane z nieprawidtowa ekspresja lub
lokalizacja biatek bariery, takich jak klaudyna-3, kludyna-11, N-kadheryna, JAM-C,
Z0-1 i Cx43, zaburzong ekspresja licznych biatek uczestniczacych w adhezji ko-
moérkowej i dynamice cytoszkieletu oraz zablokowanym procesem mejozy w komor-
kach germinalnych [139]. Obserwacje te wskazuja, iz brak funkcjonalnego AR w
komorkach Sertoliego wptywa na proces formowania BTB uniemozliwiajac prawi-
dlowa inicjacje¢ i postep spermatogenezy oraz podkreslaja istotna rolg androgendw
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dzialajacych przez receptor wlasny w przebiegu podzialu mejotycznego (ryc 5 II).
Najnowsze badania grupy Bilinskiej [46, 56] wykazaly, iz zablokowanie flutamidem
dzialania androgenow na poziomie AR podczas istotnych okreséw rozwoju gonady
knura (okresu plodowego i neonatalnego) jest przyczyna nieprawidlowej ekspres;ji i
lokalizacji bialek potaczen Scistych, przylegania i szczelinowych, co z kolei wydaje
si¢ by¢ jednym z czynnikow prowadzacych do zaburzenia funkcji jader u dorostych
osobnikow.

Androgeny przyczyniaja si¢ do utrzymania funkcji barierowej jadra, uczestniczac
bezposrednio w regulacji ekspresji bialek budujacych potaczenia sciste gonady (ryc.
5 ). Przykltadowo, w hodowanych komdrkach Sertoliego traktowanych uprzednio
testosteronem stwierdzono zwiekszona ilo$¢ transkryptu klaudyny-3 i -11 [53, 80].
Interesujaco przedstawiaja sie rowniez badania in vivo wskazujace na odmienne
mechanizmy regulujace syntez¢ klaudyny-11 przed dojrzewaniem ptciowym i w zyciu
dorostym [29]. Autorzy wykazali, ze flutamid, niezaleznie od dawki, wywoluje spa-
dek poziomu mRNA i biatka klaudyny-11 u szczurow niedojrzatych ptciowo, pod-
czas gdy u osobnikéw dorostych zmiany te notowano jedynie przy zastosowaniu
niskich dawek flutamidu. Zastosowanie natomiast wysokiej dawki flutamidu indu-
kuje znaczne nasilenie apoptozy komoérek germinalnych przy braku zmian ekspresji
tego biatka. W oparciu o te obserwacje oraz dodatkowe eksperymenty autorzy
zasugerowali, iz ekspresja klaudyny-11 moze by¢ stymulowana przez testosteron i
hamowana przez postmejotyczne komorki germinalne. Regulacja przez androgeny
ekspresji innego biatka potaczen Scistych, okludyny, pozostaje kontrowersyjna. Za-
blokowanie jadrowych androgenow przez implanty androgenowe/estrogenowe wy-
woluje przejsciowe zwigkszenie ekspresji okludyny [146], natomiast ekspozycja na
flutamid prowadzi do obnizonej ekspresji tego biatka [43] w gonadach dojrzalych
plciowo szczurdéw. Badania prowadzone u szczuréw niedojrzatych plciowo trakto-
wanych dietylheksyloftalanem [139] wykazaly jednak brak zmian w ekspresji oklu-
dyny na poziomie transkryptu i biatka [121]. Brak zmian notowano réwniez u doro-
stych knuréw eksponowanych na flutamid w okresie prenatalnym lub neonatalnym
[46]. Badania in vitro wykazaly, iz testosteron, pomimo braku wplywu na ekspre-
sj¢ okludyny, promuje lokalizacj¢ okludyny w miejscach kontaktu komérek Sertolie-
go [53]. Ponadto stwierdzono, ze poza kontrola ekspresji biatek potaczen Scistych
hormon ten uczestniczy réwniez w regulacji ekspresji biatek specjalizacji powierzch-
niowych [65].

Dynamiczna przebudowa potaczen migdzykomorkowych umozliwia przemieszcza-
nie si¢ komorek germinalnych w nabtonku plemnikotwdrczym przy réwnoczesnym
utrzymaniu integralnosci nablonka i bariery immunologicznej. Najnowsze badania
wskazuja, iz w kontroli wedrowki, tzw. obrotu (ang. turnover) biatek polaczen sci-
stych i polaczen przylegania, a wigc ich endocytozie oraz powrocie na powierzch-
ni¢ komorki uczestniczy testosteron wraz z cytokinami [125, 152]. W hodowanych
komorkach Sertoliego wykazano, iz pod wpltywem dzialania testosteronu oraz trans-
formujacego czynnika wzrostu B2 (TGF-PB2 ang. Transforming Growth Factor-f32)
dochodzi do wzrostu kinetyki internalizacji biatek potaczen scistych (okludyny i JAM-
A) oraz specjalizacji powierzchniowych (N-kadheryny) przez szlak zalezny od kla-
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RYCINA 6. Hipotetyczny mechanizm przebudowy potaczen migdzykomdrkowych w miejscu BTB
podczas pasazu spermatocytéw preleptotenowych z przedziatu bazalnego do adluminalnego nabtonka
plemnikotwdrczego (szczegdtowy opis w tekscie). 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.

tryny [151]. Ponadto stwierdzono, ze testosteron jest odpowiedzialny za wzrost
poziomu klatryny i jest zaangazowany w regulacje ekspresji biatek uczestniczacych
w transcytozie (kaweolina-1) i recyklingu (Rabl1) oraz indukuje ich asocjacj¢ z
internalizowang okludyna i N-kadheryna [125]. Z kolei pod wptywem TGF-f33 do-
chodzi do wzrostu ekspresji eznymow uczestniczacych w komérkowych szlakach
degradacji biatek [125]. Dokladny mechanizm funkcjonujacy w miejscu BTB pod-
czas pasazu spermatocytow preleptotenowych z przedziatu bazalnego do adluminal-
nego nabtonka plemnikotworczego nie zostal jeszcze w pelni poznany. Powyzsze
obserwacje sugeruja jednak, iz w trakcie wedrowki testosteron oraz cytokiny wzma-
gaja endocytoze integralnych biatek bariery krew-jadro. Testosteron pobudza nastep-
nie ich transcytoze oraz montaz ,,nowych” polaczen $cistych i przylegania ponizej
migrujacych komorek, dzieki czemu mozliwe jest utrzymanie funkcji barierowej
komorek Sertoliego. Z kolei cytokiny, indukuja degradacje bialek potaczen miedzy-
komdrkowych w lizosomach lub proteasomach, co prowadzi do przejsciowego de-
montazu BTB powyzej migrujacych spermatocytow. Mechanizm ten ufatwia nastep-
nie postgpowe przemieszczanie komorek germinalnych do przedziatu adluminalnego
[13,125] (ryc. 5 IV, szczegbtowo ryc. 6).

Badania Swinnen’a i wsp. [126] prowadzone na ludzkich komérkach nowotwo-
ru prostaty wykazaly udziat androgendéw w regulacji ekspresji enzymow zaangazo-
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wanych w lipogeneze. Testosteron jest rowniez odpowiedzialny za regulacje synte-
zy lipidow eterowych w gruczotach napletkowych myszy [68]. Najnowsze badania
dodatkowo wskazuja, iz zwiazki te pelnig kluczowa rol¢ w zapewnieniu funkcji BTB
oraz dynamiki potaczen scistych (ryc. 5 V). W jadrach myszy z knockoutem genu
kodujacego acetylotransferaze dihydroksyacetonofosforanu (DAPAT, ang. dihydro-
xyacetonephosphate acyltransferase), enzymu uczestniczacego w biosyntezie li-
pidow eterowych, stwierdzono obnizona ekspresje i nieprawidtowa lokalizacje klau-
dyny-3 oraz zaburzona przebudowe BTB [55].

Powszechnie wiadomo, iz regulacja proceséw fizjologicznych przez androgeny
zwigzana jest z ich klasycznym genomowym mechanizmem dziatania [36,116].
Najnowsze badania wskazuja jednak, ze odpowiedz komdrek na androgeny moze
rowniez odbywac si¢ na drodze nie-klasycznej. Indukowane testosteronem szybkie
efekty obejmujace zwigkszenie wewnatrzkomorkowego poziomu wapnia stwierdzo-
no migdzy innymi w limfocytach T uktadu immunologicznego, komodrkach migsni
szkieletowych, komdrkach prostaty i komorkach Sertoliego [6, 24, 75]. Do chwili
obecnej, w komorkach Sertoliego wykazano dodatkowo dwie nie-klasyczne drogi
sygnalizacyjne: poprzez receptor androgenowy i receptor zwiazany z biatkiem G (ryc.
7). W wyniku oddzialywania hormonu z AR dochodzi do rekrutacji i aktywacji ki-
nazy Src, co prowadzi do aktywacji receptora naskorkowego czynnika wzrostu (EGF,

T
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RYCINA 7. Nie-klasyczny mechanizm dziatania androgenéw w komorkach Sertoliego. AR — receptor
androgenowy, T — testosteron, Src —kinaza Src, EGFR — receptor naskorkowego czynnika wzrostu, Ras
— biatko Ras, RAF — kinaza RAF, MEK — kinaza MEK, ERK — kinaza ERK, p90RSK — kinaza p90RSK,
CREB — czynnik transkrypcyjny CREB, GPCR — receptor zwigzany z biatkiem G, PLC — fosfolipaza C,
PIP2 — fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforan, IP3— inozytolo-1,4,5-trifosforan, DAG — diacyloglicerol,
ATP — adenozynotrdjfosforan. Wedtug 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), ktory wyzwala kaskade 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 nastgpnie kinazy p90RSK (ang. ribosomal protein s6 kinase polypep-
tide 1), ktéra w konsekwencji prowadzi do fosforylacji czynnika transkrypcyjnego
CREB (ang. cAMP response element-binding), w wyniku czego dochodzi do in-
dukcji regulowanych przez CREB gendéw [28]. Natomiast aktywacja przez testo-
steron transblonowych receptorow zwiagzanych z biatkiem G prowadzi do aktywacji
fosfolipazy C katalizujacej rozpad fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforanu do inozytolo-
1,4,5-trifosforanu i diacyloglicerolu. W wyniku spadku koncentracji fosfatydyloino-
zytolo-4,5-difosforanu dochodzi do zamkniecia kanatéw K"ATP, co skutkuje depo-
laryzacja komorki i szybkim naptywem jondw wapnia do jej wnetrza przez kanaty
wapniowe typu L [74, 131]. Najnowsze badania wskazuja, ze nie-klasyczny me-
chanizm dziatania testosteronu poprzez kinazy Src i ERK, w stadiach poprzedzaja-
cych uwalnianie spermatyd, kiedy ekspresja AR jest najwyzsza, przyczynia si¢ do
regulacji adhezji niedojrzatych komorek germinalnych do komdrek Sertoliego. Ak-
tywnos¢ kinazy Src jest rdowniez konieczna do rozpadu potaczen migdzykomorko-
wych podczas uwalniania dojrzalych spermatyd z nabtonka plemnikotworczego [118].
Dodatkowo, uruchamiana przez testosteron kaskada sygnalizacyjna moze by¢ od-
powiedzialna za przebudowe potaczen miedzykomdrkowych migdzy komorkami Ser-
toliego i spermatydami podczas wydluzania spermatyd w procesie spermiogenezy.
Natomiast sygnalizacja przez fosfolipaze C i Ca’>" uczestniczy prawdopodobnie w
regulacji sekrecji produktéw niezbednych dla przezycia komoérek germinalnych, sta-
bilizuje cytoszkielet podczas przebudowy polaczen przylegania pomiedzy komodrka-
mi Sertoliego i1 germinalnymi oraz umozliwia roznicowanie i migracje komorek ger-
minalnych w nabtonku plemnikotworczym (patrz przeglad: [132, 133]).

PODSUMOWANIE

Przedstawione wyniki badan jednoznacznie ilustruja role komunikacji i adhezji
miedzy komorkami nablonka plemnikotworczego w prawidtowym réznicowaniu ko-
morek germinalnych i podkreslajg istot¢ precyzyjnych i ztozonych mechanizmow
molekularnych lezacych u podtoza regulacji funkcjonowania potaczen migdzykomor-
kowych. Rownoczesnie z zebranych danych wynika, iz zaburzenia polaczen mig-
dzykomoérkowych moga stanowi¢ jedna z przyczyn zmian strukturalnych i funkcjo-
nalnych gonady meskiej. Dlatego poznanie powyzej omowionych mechanizmow
wydaje si¢ mie¢ powazne znaczenie nie tylko dla lepszego zrozumienia procesu
spermatogenezy, lecz rowniez dla rozwoju nowych metod terapeutycznych umozli-
wiajacych leczenie obnizonej plodnosci lub bezptodnosci meskiej, ktorej drastyczny
wzrost obserwuje si¢ w ostatnich latach.
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