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Streszczenie

Miedz (Cu) jest niezbednym mikroelementem potrzebnym do prawidlowego rozwoju organi-
zméw zywych. Dzieki whasciwo$ciom oksydoredukeyjnym mied? jest kofaktorem wielu reakcji
enzymatycznych. Pierwiastek ten znajduje sie w centrach aktywnych enzyméw bioracych udziat
w podstawowych procesach metabolicznych w komdrce. Niedobdr miedzi powoduje znaczne
ograniczenie lub brak aktywno$ci enzyméw miedziozaleznych w organizmie, a to powoduje
zahamowanie proceséw zyciowych komdrek. Jednak mied? jest tez bardzo reaktywnym pier-
wiastkiem i w wolnym stanie bardzo szybko doprowadza do wytwarzania duzej iloéci wolnych
rodnikéw, a nastepnie do uszkodzen biatek i DNA. Dlatego tez organizmy zywe wyksztalcity
bardzo precyzyjnie dziatajagce mechanizmy regulacji stezenia tego pierwiastka w komérkach.
Miedz odgrywa takze bardzo wazna role w procesach podziatowych komérek - mitotycznych
i mejotycznych. Jak wykazaly wyniki badan, jest pierwiastkiem niezbednym do prawidlowego
procesu spermatogenezy. Biatka miedziozalezne, takie jak ceruloplazmina, dysmutaza po-
nadtlenkowa pierwsza i trzecia, grupa metalotionein oraz oksydaza cytochromu c, sg obecne
na wszystkich etapach gametogenezy, a takze w komérkach somatycznych jadra i najadrza.
Duze ilo$ci miedzi znajduja sie takze we fluidach towarzyszacych plemnikom w najadrzu oraz
w plynach stercza. Miedz wplywa takze na wazna w ptodnosci gospodarke androgenna na linii
podwzgdrze-przysadka-jgdra. Nadmiar, jak i niedobdr miedzi w organizmie zaburza procesy
wytwarzania gamet i obniza ptodno$é. Zmiany dotycza zaburzeti na poziomie plemnika, gonady
meskiej, wytwarzania meskich hormonéw plciowych oraz gospodarki innych mikroelementéw,
takich jak cynk czy zelazo. Problem wptywu miedzi na procesy zwigzane z wytwarzaniem ga-
met staje sie coraz wazniejszy przez zwigzek ze wzrastajacym zanieczyszczeniem $rodowiska
zycia cztowieka metalami cigzkimi.

metabolizm miedzi - plemnik - spermatogeneza - jadro

Summary

Copper (Cu) is an essential trace element required for the normal development of living
organisms. Due to its redox potential, copper is a cofactor in many enzymes responsible for
important processes in cells. Copper deficiency has a significant influence on the reduction
or the total eradication of copper-dependent enzymes in the body, thereby inhibiting cell
life processes. On the other hand, copper is a very reactive element and in its free state, it
can trigger the production of large amounts of free radicals, which will consequently lead to
the damage of proteins and DNA. Because of those reasons, living organisms have developed
precise mechanisms regulating the concentration of copper in cells. Copper also plays a very
important role in male fertility. It is an essential element for the production of male gametes.

*Praca finansowana z grantu NCN nr 2012/05/B/NZ4/02423 oraz z grantu DS/MND/WBiNoZ/1Z/25/2015.
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The significant role of copper is also described in the processes of cell division - mitotic and
meiotic. Copper-dependent enzymes such as ceruloplasmin, superoxide dismutase SOD1 and
SOD3, group of metallothionein and cytochrome c oxidase are present at all stages of game-
togenesis as well as in the somatic cells of the testis and in the somatic cells of epididymis.
Substantial amounts of copper can also be found in liquids associated with sperm in the
epididymis and prostate. Copper also affects the integral androgen distribution in terms of
fertility on the line hypothalamic-pituitary-testis. Both copper increase and deficiency leads
to a significant reduction in male fertility, which spans the entire spectrum of abnormalities
at the sperm level, male gonad, production of hormones and distribution of micronutrients
such as zinc and iron. Nowadays, the effects of copper on gametes production have become
more important and are connected with the increasing levels of pollution with heavy metals
in environment.
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Wykaz skrotow: ~ ATOX1 - biatko chaperonowe wiazace jony miedzi (antioxidant 1 copper chaperone); ATP7A -

ATPaza transportujaca kationy miedziowe (ATPase copper transporting alpha protein); ATP7B
- ATPaza transportujaca kationy miedziowe (ATPase copper transporting beta protein); CCO -
oksydaza cytochromu c (cytochrome c oxidase); CCS - biatko chaperonowe wigzace jony miedzi
(copper chaperone for superoxide dismutase); COX Il - druga podjednostka kompleksu oksydazy
cytochromu c; COX17 - biatko chaperonowe wigzace jony miedzi (cytochrome c oxidase copper
chaperone); CTR1 - btonowy transporter jonéw miedzi 1 (copper transporter 1); CTR2 - btonowy
transporter jonéw miedzi 2 (copper transporter 2); CuA - centrum miedziowe A oksydazy cytro-
chromu ¢; CuB - centrum miedziowe B oksydazy cytrochromu c; Cyt ¢S - wersja cytochromu ¢
charakterystyczna dla komérek somatycznych; Cyt cT - gonadalna forma cytrochromu ¢; EC-SOD3/
CuZn SOD3 - dysmutaza ponadtlenkowa zewnatrzkomorkowa (extracellular superoxide dismu-
tase); FSH - hormon folikulotropowy (follicle-stimulating hormone); GPI Cp - forma btonowa
ceruloplazminy; HO-1 - oksygenaza hemowa pierwsza; MT — metalothioneina ; OS - stresoksyda-
cyjny (oxidative stress); PIXE — metoda badania pierwiastkdw $ladowych (Particle-Induced X-ray
Emission); ROS - wolne rodniki (reactive oxygen species;) sCp — forma sekrecyjna ceruloplazminy;
SOD1 - dysmutaza ponadtlenkowa wewnatrzkomoérkowa (superoxide dismutase 1).

WPROWADZENIE

MiedZ (Cu) jest metalem ciezkim, ale jednoczesnie
mikroelementem niezbednym do prawidlowego meta-
bolizmu wszystkich organizméw zywych. Ten aktywny
metal wykazuje silne wtasciwosci oksydoredukcyjne.
W organizmie miedZ wystepuje na dwéch stopniach
utlenienia: Cu* i Cu*. W stanie wolnym Cu wystepuje
na drugim stopniu utlenienia (Cu®), poniewaz w obec-
noéci tlenu badz innego akceptora elektronéw jon Cu
jest szybko utleniany do Cu?. Pierwiastek ten dzieki
wiasciwo$ciom do przyjmowania i oddawania elektro-
néw petni bardzo wazna funkcje, gdyz jest wbudowy-

wany w centrum aktywne enzymdéw bioracych udziat
w podstawowych reakcjach metabolicznych [114]. Jony
miedzi wchodza w sktad okoto 30 biatek enzymatycz-
nych i nieenzymatycznych, wirdd ktérych znajduja sie
tak wazne proteiny jak: oksydaza cytochromu c (jedno
z gléwnych biatek oddychania komérkowego), cerulo-
plazmina, hefajstyna (oksydaza zelazowa), hydroksylaza
p-dopaminy (wytwarzanie neuroprzekaznikéw), dysmu-
taza ponadtlenkowa (silny antyoksydant), tyrozynaza
(melaninogeneza), czy oksydaza lizylowa (wytwarzanie
kolagenu i elastyny) [66,115]. Poza tym, miedZ odgrywa
wazng role w metabolizmie ttuszczy i weglowodandw
[35]. Niedobdr miedzi obniza poziom enzyméw miedzio-
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zaleznych, ma to konsekwencje w postaci depigmenta-
cji skéry, anemii, réznych zaburzen neurologicznych,
ataksji, ostabienia mie$ni oraz zaburzeti ci$nienia krwi.
Niski poziom miedzi jest cecha charakterystyczna dla
choréb prionowych i choroby Parkinsona [110,113,116].
Nadmiar miedzi jest jednak toksyczny dla komérek. Jed-
nym z gtéwnych nastepstw zaburzeni homeostazy mie-
dzi w organizmie jest powstawanie reaktywnych form
tlenu (ROS; reactive oxygen species). Nadtlenek (0%),
nadtlenek wodoru (H,0,), peroksyl (\RO0) i rodnik wodo-
rotlenkowy (+HO) to typowe reaktywne formy tlenu
wywolujgce rozwéj stresu oksydacyjnego (OS; oxidative
stres) [32]. W obecnosci anionu nadtlenkowego i innych
silnie redukujacych czynnikéw wewnatrzkomérkowych,
takich jak glutation czy kwas askorbinowy [65], jon Cu?
jest redukowany do Cu’, ktéry katalizuje reakcje two-
rzenia rodnikéw hydroksylowych w reakcji Habera-
-Weissa [15]. W komdrce proces ten moze doprowadzié
do uszkodzenia biatek i lipidéw, a tym samym struktur
komérkowych oraz materiatu genetycznego. Zaburze-
nie réwnowagi miedzy ROS a antyoksydantami uszka-
dza komdrki i wywoluje apoptoze [118]. Podwyzszone
stezenie miedzi odnotowano u chorych cierpiacych na
choroby Alzheimera, Huntingtona, w chorobach nowo-
tworowych [20], a takze u pacjentéw z chorobg Wilsona
[35]. Dlatego organizmy zywe wyksztalcity bardzo pre-
cyzyjny molekularny mechanizm regulacji metabolizmu
miedzi zaréwno na poziomie organizmu jak i pojedyn-
czej komérki.

HoMEOSTAZA MIEDZI NA POZIOMIE ORGANIZMU | KOMORKI

Gléwnym Zrédtem miedzi dla dorostego cztowieka jest
pokarm, a zapotrzebowanie na ten pierwiastek wynosi
okoto 1-2 mg na dobe. Niewielka ilo§¢ miedzi zostaje
przyswojona w jelitach (okoto 15%), reszta jest usuwana
z katem. MiedZ absorbowana jest z pokarmu w jelicie
cienkim, a zwlaszcza w jego pierwszym odcinku, w dwu-
nastnicy, skad trafia do krwiobiegu. Przypuszcza sie, ze
proces transportu miedzi do enterocytéw odbywa sie
z udziatem biatka Ctr1 (copper transporter 1). Ekspresje
tego biatka znaleziono w blonie apikalnej komérek jelita
[81]. Natomiast transport miedzi z komdrek enterocytéw
do krwiobiegu zachodzi z udziatem biatka ATP7A. W oso-
czu jony miedzi taczg sie z biatkami, peptydami i ami-
nokwasami, m.in. albuminami, glutationem i histydyna
[21,66]. W tej postaci miedZ wraz z krwig jest rozprowa-
dzana po calym organizmie. Gléwnym organem odpo-
wiedzialnym za metabolizm miedzi jest watroba, ktéra
gromadzi najwiecej tego pierwiastka [123]. W watro-
bie nastepuje synteza ceruloplazminy oraz wytwarzanie
26kci, w ktérej miedz, oprécz zelaza, jest najliczniej repre-
zentowanym metalem. MiedZ z watroby wydzielana
jest do krwi w kompleksie z ceruloplazming. Kompleks
ten stanowi 65-70% miedzi w osoczu i petni role gtéw-
nego czynnika utrzymujgcego homeostaze tego pier-
wiastka w organizmie. W watrobie odbywa sie réwniez
wytwarzanie metalotioneiny, drobnoczasteczkowego,
bogatego w cysteine biatka [43] odwracalnie wigzacego
miedZ, a zwlaszcza jej nadmiar wystepujacy w danej chwili

w organizmie. Do innych narzadéw miedZ jest transpor-
towana z krwig. Najwazniejszymi biatkami osocza wigza-
cymi jony miedzi sg albuminy, ktére wigza 12-18% tego
pierwiastka. Pewng role odgrywaja réwniez inne biatka
np. transkuperyna, ktéra zalicza sie do makroglobulin
[21,64]. Do nerek miedZ dociera z krwig, w procesie fil-
tracji ktebuszkowej. Pierwiastek ten trafia do przesaczu
pierwotnego, jednak ponownie w kanalikach proksymal-
nych ulega reabsorpcji i trafia do krwiobiegu. Tylko 2%
miedzi jest usuwane z moczem [60]. To watroba bierze
udziat w usuwaniu nadmiaru jonéw miedzi z organizmu.
Mied? jest wydzielana do syntetyzowanej w watrobie
761kci i razem z nig do przewodu pokarmowego, w ten
sposéb usuwane jest 98% tego metalu z organizmu
[21,59,123].

Pobieranie i transport miedzi w komdérce jest réwniez
procesem podlegajacym $cistej kontroli przez odpowied-
nie geny i biatka. Mied? jest pobierana przez komérki
tylko w postaci zredukowanej (Cu’), a transport takich
kationéw zachodzi z udziatem biatek z rodziny CTR
[66,115]. U cztowieka opisano dwa takie biatka, wbudo-
wane w btone komdrkowg: CTR1, ktére odpowiada za
pompowanie jonéw miedzi do wnetrza komérki oraz
umiejscowione wewnatrzkomérkowo CTR2 (copper
transporter 2), ktére jest wbudowane w btony lizoso-
méw i endosoméw w komérce [31,83]. MiedZ po przej-
$ciu przez btone komérkowa trafia do cytoplazmy, gdzie
nie wystepuje w postaci wolnych jonéw, lecz pierwiastek
ten jest natychmiast wychwytywany przez cytoplazma-
tyczne biatka opiekuricze (metalochaperony). W zalez-
no$ci od biatka docelowego, do ktérego miedz ma by¢
dostarczona, w procesie tym uczestnicza rézne przeno-
$niki [66].

Tak potaczona z metalochaperonem CCS (copper cha-
perone for superoxide dismutase) miedZ zostaje prze-
niesiona w region cytoplazmy, gdzie zachodzi synteza
monomerdw biatka SOD1 (superoxide dismutase 1)
[78,82]. Inny z metalochaperonéw COX17 (cytochrome c
oxidase copper chaperone) transportuje miedZ do mito-
chondriom, gdzie nastepuje jej wbudowanie w biatko
oksydaze cytochromu c (CCO; cytochrome c oxidase)
[31]. Natomiast po zwigzaniu sie z biatkiem opiekuni-
czym ATOX1 (antioxidant 1 copper chaperone), miedz
wedruje do aparatu Golgiego, gdzie przekazywana jest
dwdém ATPazom typu P: ATP7A i ATP7B. Biatko ATOX1
petni réwniez w komérce funkcje silnego przeciwutle-
niacza, a takze bierze udzial w regulacji transkrypcji
gendéw [33]. Gtéwna funkcja biatka ATP7A jest wlacza-
nie miedzi do czgsteczek miedziozaleznych enzymdw
oraz usuniecie jonéw miedzi z komérki, gdy ich steze-
nie przewyzsza poziom fizjologiczny [56]. Rola ATP7B
polega na wbudowaniu jonéw miedzi do apocerulopla-
zminy oraz w watrobie na usuwaniu nadmiaru miedzi do
26kci [66,123]. Schemat metabolizmu miedzi na poziomie
komérki przedstawiono na ryc. 1. Uwarunkowania gene-
tyczne, choroby metaboliczne, a takze zanieczyszczenie
$rodowiska, to gtéwne przyczyny prowadzace do zabu-
rzenia homeostazy miedzi w organizmie [61].
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Ryc. 1. Transport miedzi w obrebie komérki. 1) Zredukowane jony miedzi (Cu+) s3 pobierane przez komérke z udziatem transportera blonowego, biatka CTR1.
2) W cytoplazmie jony miedzi s3 wigzane przez czasteczki metalotioneiny (MT) lub biatka opiekuricze (COX 17, CCS czy ATOX1) i w potaczeniu z nimi
transportowane do réznych organelli komérkowych np. mitochondridw czy aparatu Golgiego. 3) W potaczeniu z biatkiem ATOX1 kationy miedziowe
transportowane s3 do aparatu Golgiego gdzie sa przytaczone przez biatka ATP7A i ATP7B. Biatka ATP7A i ATP7B posrednicza w przytaczaniu kationdw
miedziowych do czasteczek apoenzyméw. Nadmiar jondw miedzi jest usuwany z komdrki w procesie egzocytozy za posrednictwem biatka ATP7A badz w

komérkach watroby wydzielane do z6tci z udziatem biatka ATP7B

Powszechnie znane sg plemnikobdjcze wlasciwo-
$ci miedzi, jak réwniez szerokie ich wykorzystywanie
w metodach wspétczesnej antykoncepcji [9,50,68]. Drut
miedziany, dofaczony do nieaktywnej wktadki wewnatrz-
macicznej, zwieksza jej dziatania antykoncepcyjne, m.in.
przez dziatanie plemnikobdjcze. Jony tego metalu maja
wiasciwosci miejscowo draznigce, poza tym gromadzg
sie w §luzie szyjki macicy i w endometrium. Nagroma-
dzenie miedzi zaburza przemiane glikogenu w plemniku
lub utrudnia jego ruch [9,68]. Mimo plemnikobéjczych
wiasdciwosci pierwiastek ten w stezeniach fizjologicznych
jest jednak konieczny do prawidlowego procesu sper-
matogenezy. Zawarto$¢ miedzi w gonadzie meskiej jest
bardzo mata w poréwnaniu do innych mikroelementéw,
takich jak cynk, zelazo czy selen. Dla poréwnania stezenie
jonéw cynku oznaczane metoda ASA w jadrze dorostego
samca myszy wynosi okoto 22,5 ug na 1 g mokrej tkanki,

a stezenie jonéw miedzi w gonadzie u tych samych osob-
nikéw jest znacznie nizsze i wynosi okoto 1 ug na gram
mokrej tkanki [48]. Badania prowadzone z uzyciem rent-
genowskiej mikroskopii fluorescencyjnej oraz metody
PIXE (Particle-Induced X-ray Emission) wykazaly, ze
w jadrze wyzsze stezenie miedzi obserwuje sie w kanali-
kach nasiennych niz w tkance interstycjalnej, natomiast
w kanaliku plemnikotwérczym jony miedzi wystepuja
we wszystkich stadiach rozwojowych komérek germi-
nalnych. Zaawansowane techniki obrazowania komdrki
pozwolity réwniez uwidocznié rozktad miedzi w poje-
dynczej gamecie meskiej. W dojrzatym plemniku miedz
gromadzi sie gtéwnie we wstawce, natomiast mniejsza jej
ilo§¢ znajduje sie w gtéwce plemnika [42,49].

W gonadzie meskiej, miedz obecna w komérkach ger-
minalnych jest niezbednym sktadnikiem enzyméw mie-
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dziozaleznych na wszystkich etapach rozwoju gamety.
Jest réwniez potrzebna do prawidlowego funkcjono-
wania komdrek somatycznych gonady meskiej, petnia-
cych funkcje podporowa i odzywcza komérek Sertoliego
oraz wytwarzajacych testosteron - komdrek Leydiga.
MiedZ odgrywa wazna role takze na etapie dojrzewa-
nia plemnika w najadrzu oraz w samej wedréwce doj-
rzatej gamety w drogach rodnych kobiety. Wiele badan
potwierdza wazng role miedzi w procesach podziatu
komérek, zwtaszcza w procesie spermatogenezy. Szcze-
g6lna role w procesie rozwoju i funkcjonowania gamet
pelnia miedziozalezne biatka enzymatyczne, takie jak
oksydaza cytochromowa i dysmutazy ponadtlenkowe
SOD1 i SOD3. Na uwage jednak zastuguje to ze, biatka
te, powszechnie wystepujace we wszystkich komérkach
organizmu, w gonadzie meskiej wystepuja w postaci
izoenzyméw swoistych tylko dla tego organu. Metalo-
tioneiny chronig komdrki uktadu rozrodczego przed tok-
sycznym dziataniem metali ciezkich, a ceruloplazmina
petni role ferroksydazy i jest niezbedna do prawidlowego
metabolizmu zelaza. Do prawidlowego przebiegu sper-
matogenezy wazne sg nie tylko biatka enzymatyczne, ale
réwniez biatka transportujace jony miedzi przez btone,
jak i w obrebie komérki (metalochaperony), takze biatka
o budowie ATPaz regulujace poziom tego pierwiastka
w komérkach.

BiAtKA MIEDZIOZALEZNE W PROCESIE SPERMATOGENEZY

Oksydaza cytochromu ¢

Funkcja plemnika, jako ruchliwej komérki, jest dostar-
czenie materialu genetycznego do komérki jajowe;j.
Wigze sie to z aktywnym ruchem na duze odlegtosci,
czesto przekraczajace 1000-krotnie rozmiary plemnika
[41]. Dlatego plemnik zuzywa olbrzymie ilo$ci ener-
gii w postaci ATP [41]. Ruchliwo$¢ plemnikéw w duzej
mierze zalezy od fosforylacji oksydacyjnej zachodzacej
w mitochondriach, mimo ze w czasie procesu spermoge-
nezy dochodzi do 10-krotnej redukgji liczby mitochon-
driéw w komdrkach gamet meskich w poréwnaniu do
komérek somatycznych [34]. W plemnikach zmienia sie
nie tylko liczba mitochondriéw, ale réwniez ksztatt. Za
zmiane ksztattu mitochondriéw znajdujacych sie w sper-
matydach odpowiada biatko - aktywina A wydzielana
przez komdérki Sertoliego. Organelle te staja sie bardziej
zwarte przyjmuja ksztatt pétksiezycowaty z wieloma
ciasno upakowanymi grzebieniami [34,77,90]. W czasie
procesu spermatogenezy w mitochondriach zachodzi
ekspresja niektérych swoistych tkankowo biatek, m.in.
cytochromu c. W gonadzie meskiej u gryzoni odkryto, ze
w komdrkach germinalnych, oprécz wystepowania cha-
rakterystycznej dla komérek somatycznych postaci tego
biatka (Cyt cS), obecna jest réwniez swoista tkankowo
forma cytochromu c, tzw. gonadalny cytochrom (Cyt
cT) [34,45]. U myszy biatka te, mimo wysokiego stopnia
homologii (84%), sa kodowane przez dwa rézne auto-
somalne geny. Swoista jadrowo forma cytochromu jest
kodowana przez gen umiejscowiony na chromosomie 2,
natomiast Cyt ¢S przez gen potozony w chromosomie

6. Geny te, podobnie jak biatka, wykazujg wysoki sto-
piefi podobieristwa na poziomie sekwencji nukleotydéw
(74%), jednak znacznie réznia sie budowa [77]. U myszy
w gonadzie meskiej zachodzi ekspresja obydwu postaci
cytochromu c. Rodzaj ekspresjonowanej postaci cyto-
chromu c zalezy od stadium rozwoju komérek germinal-
nych. W spermatogoniach stwierdzono ekspresje tylko
Cyt cT, natomiast w spermatocytach pierwszorzedowych
zachodzi ekspresja zaréwno Cyt ¢S, jak i Cyt cT. W sper-
matocytach pierwszorzedowych poczawszy od form
preleptotenowych, az do pachytenowych spada stopieti
ekspresji Cyt ¢S, a wzrasta Cyt cT. W komdrkach post-
mejotycznych i plemnikach dochodzi tylko do ekspre-
sji Cyt ¢T [77]. Wystepowanie dwéch form cytochromu
c jest swoiste gatunkowo. Na przyktad stwierdzono,
ze w gonadzie cztowieka wystepuje tylko jedna postaé
cytochromu c [36], prawidlowe dziatanie taticucha odde-
chowego nie jest mozliwe bez gléwnego w tym procesie
enzymu - oksydazy cytochromu c (CCO) [36]. Oksydaza
cytrochromu c jest duzym kompleksem biatkowym zto-
zonym z 13 podjednostek, wbudowanym w wewnetrzng
btone mitochondrialna. Kompleks ten jest ostatnim biat-
kiem taficucha oddechowego, a podjednostki I-111 zawie-
raja centra katalityczne tego enzymu, w ktérych gtéwna
role odgrywaja dwie czgsteczki hemu (a i a3) oraz dwa
centra miedziowe (CuA i CuB). Rola tego biatka polega na
odebraniu elektronéw z cytochroméw c i przeniesieniu
ich na czasteczke tlenu [104]. Wlasciwa reakcja redukcji
tlenu zachodzi dzigki wspétpracy grup hemowych i cen-
tréw miedziowych oksydazy cytochromu c. W trakcie
cyklu katalitycznego atom miedzi wbudowany w pod-
jednostke I (CuA) jest akceptorem elektronéw ze zredu-
kowanego cytochromu c. Nastepnie jony przenoszone sa
na czasteczke hemu zwigzana z podjednostka I i dalej na
bimetaliczne centrum a3/CuB, a nastepnie na czasteczke
tlenu O, redukujgc go do wody. Przeniesieniu dwéch
elektrondw, przez zwigzane z enzymem kofaktory, towa-
rzyszy wypompowanie z matriks do przestrzeni mie-
dzybtonowej 4 kationéw H', co powoduje zwiekszenie
potencjatu chemiosmotycznego niezbednego do syn-
tezy ATP [104]. Jak wykazaly badania na myszach z wyta-
czonym genem (KO) kodujacym jadrowo swoistg postaé
cytochromu ¢, samce homozygotyczne KO, u ktérych
nastgpito znaczgce obnizenie ekspresji biatka CCO cha-
rakteryzowaly sie atrofia gonad, znacznym obnizeniem
ruchliwos$ci plemnikéw, koncentracja ATP w komérce,
a takze podniesieniem poziomu apoptozy w jadrach.
Myszy te byly ptodne, jednak w znacznie mniejszym
stopniu niz samce kontrolne [77], co moze wskazywaé,
ze zaspokojenie zapotrzebowania plemnika na ATP
zalezy nie tylko od fosforylacji oksydacyjnej, ale takze
od beztlenowego katabolizmu zgromadzonych przez
plemnik materiatéw zapasowych, takich jak glukoza [75].
Co wiecej, glikoliza wydaje sie odgrywaé wieksza role
w dostarczaniu energii do ruchu witki niz fosforylacja
oksydacyjna. Niektére badania wskazuja na role miedzi
w procesie glikolizy, co moze takze wptywaé na wytwa-
rzanie ATP, a przez to na jako$¢ i ruchliwo$¢ plemnikéw
[101]. Najwyzsze stezenie miedzi w ukladzie rozrodczym
u samca wystepuje wlagnie w najadrzu, gdzie plemniki

666



Ogdrek M. i wsp. — Rola miedzi w procesie spermatogenezy

nabywaja zdolnosci do ruchu [94]. Mimo wszystko pro-
ces fosforylacji oksydacyjnej wciaz odgrywa istotna role
w metabolizmie plemnikéw. Wykazano tez, ze oksy-
daza cytochromowa, a doktadnie COX II - czyli druga
podjednostka kompleksu CCO, wykazuje silng ekspresje
juz we wcze$niejszych stadiach spermatogenezy, a mia-
nowicie w pierwszorzedowych spermatocytach pachy-
tenowych, co ttumaczy sie duzym zapotrzebowaniem
energetycznym komérki bedacej juz w procesie mejozy
[62]. Réwniez wysoki, cho¢ nizszy niz w spermatocytach,
poziom ekspresji CCO stwierdzono w komérkach Serto-
liego [62,99]. Podobnie jak w przypadku cytochromu c,
zidentyfikowano réwniez charakterystyczna tylko dla
gonady meskiej posta¢ CCO. Swoista jadrowo forma tego
enzymu zawiera podjednostke VIb-2 réznigca sie skta-
dem aminokwasowym od podjednostki VIb-1 wystepu-
jacej w pozostatych tkankach [36]. Ekspresje CCO-VIb-2
stwierdzono we wszystkich rodzajach komérek w obre-
bie gonady. Analiza ekspresji CCO-VIb-2 i CCO-VIb-1
u réznych gatunkéw wykazata, ze w jadrach szczura
wystepuje tylko podjednostka CCO-VIb-2, natomiast
u buhaja i czlowieka stwierdzono ekspresje obydwu
postaci biatka. Wystepowanie dodatkowej postaci CCO
w jadrach ma prawdopodobnie regulowaé oddychanie
tlenowe, zwlaszcza w zaawansowanych stadiach sper-
matogenezy [36].

Dysmutaza ponadtlenkowa pierwsza

Meskie komérki germinalne majg znacznie nizszy
poziom mutacji niz komérki somatyczne [119]. Jednym
z czynnikéw uszkadzajacych komérki sa reaktywne
formy tlenu, ktére powstaja w wyniku prawidtowych
przemian metabolicznych. Reaktywne formy tlenu
tatwo reaguja z takimi sktadnikami komérki jak lipidy,
biatka i DNA, powodujac niszczenie bton komérkowych,
niewlasciwg aktywacje lub inaktywacje enzyméw oraz
powstawanie mutacji. Komérki wyksztatcity jednak
system ochrony przed stresem oksydacyjnym obejmu-
jacy biatka sekwestrujace metale, zwiazki drobnocza-
steczkowe, witaminy A, C i E oraz wyspecjalizowane
enzymy o aktywnos$ci antyoksydacyjnej [102]. Plemniki
sa komérkami szczegélnie narazonymi na uszkodzenia
wolnorodnikowe, gdyz ich blony komérkowe zawieraja
duzo nienasyconych kwaséw thuszczowych, ktére moga
ulegaé procesowi peroksydacji, a niewielka ilo$¢ cyto-
plazmy zawiera niewiele biatek o charakterze antyok-
sydacyjnym [118]. W procesie gametogenezy komdrka
poczawszy od spermatogonium, a skoriczywszy na
wyksztatconym plemniku jest chroniona przed szkodli-
wym dziataniem wolnych rodnikéw przez wiele biatek.
Bariera antyoksydacyjna w gonadzie meskiej sktada sie
gtéwnie z biatek enzymatycznych, takich jak dysmu-
tazy ponadtlenkowe (CuZn SOD1, CuZn SOD3, Mn SOD2),
katalazy czy peroksydazy glutationowej [102]. W pracy
skupiono sie na miedziozaleznych dysmutazach SOD1
i SOD3.

Jednym z gtéwnych biatek ochronnych plemnika jest dys-
mutaza ponadtlenkowa pierwsza (SOD1). Jak wykazaly

badania poziom ekspresji genu SOD1 w gonadzie meskiej
jest bardzo wysoki w poréwnaniu do innych tkanek, wyz-
szy nawet niz w ptucach [40]. SOD1 jest antyoksydantem
wystepujacym w komdrce w cytosolu, jadrze komérko-
wym, peroksysomach i mitochondrialnej przestrzeni
miedzybtonowej [25]. Ludzkie biatko SOD1 jest homo-
dimerem wielkosci 32 kDa z dwoma miejscami wigzania
miedzi i dwoma miejscami wiazania cynku. Atom miedzi
potozony jest w centrum czasteczki SOD1 aktywnej enzy-
matycznie, ktéra katalizuje reakcje neutralizacji wolnych
rodnikéw [25]. Reakgja ta przebiega nastepujaco:

0, 05 +Cu*ZnsOD a0, + Cu'ZnSOD
0; Oz +2H'+ Cu'ZnSODa H,0, + Cu*ZnSOD

Metalochaperon CCS odpowiada za transport miedzi do
miejsca syntezy SOD1 i wbudowania tych jonéw w nowo
powstajace monomery [78,82]. Badania nad ekspresja
SOD1 w procesie gametogenezy wykazaty, ze wysoki
poziom mRNA genu SOD1 utrzymuje sie w czasie catego
procesu spermatogenezy - od spermatogonium, az po
dojrzaly plemnik [22]. Ekspresje biatka SOD1 stwier-
dzono natomiast tylko w spermatogoniach, w pézniej-
szych stadiach komérek germinalnych ekspresja SOD1 na
poziomie biatka jest wrecz niewykrywalna, az do etapu
plemnika. Potwierdzity to badania przeprowadzone na
réznych gatunkach zwierzat, nawet odlegtych taksono-
micznie, takich jak wegorz japoniski czy szczur [12,22].
To wskazuje, ze mimo ciagtej obecnosci transkryptu,
translacja SOD1 nastepuje dopiero na ostatnim etapie
rozwoju gamety meskiej, gdy ta dojrzewa w najadrzu.
Biatko SOD1 jest kodowane jednym genem, ale bada-
nia nad jego ekspresja u myszy wykazaty, ze powstaje
z niego kilka rodzajéw transkryptéw o réznej wielko-
$ci [29,40]. W gonadzie meskiej wykryto trzy rodzaje
mRNA dla genu SOD1, byly to fragmenty o wielko$ci
0,73, 0,80 1 0,93 kb. Okazato sie, ze forma 0,73 kb zostata
réwniez znaleziona w innych tkankach natomiast 0,80
i 0,93 kb sg transkryptami swoistymi tylko dla gonady
meskiej. Specyficzny jest tez wzér ekspresji poszczegdl-
nych transkryptéw w réznych stadiach spermatogenezy.
Transkrypt 0,73 kb wystepuje w komérkach somatycz-
nych gonady oraz w stadiach przedmejotycznych komé-
rek germinalnych. Natomiast transkrypty 0,80 i 0,93 kb
wystepowaly w spermatocytach drugorzedowych i sper-
matydach okragtych, w ktérych przewazata postac 0,93
kb [29]. Okazalo sie, ze 0,93 kb mRNA zawiera dodatkowa
sekwencje 114-120 bp umiejscowiong w odcinku 5’UTR,
ktéra pozwala na formowanie struktury ,,szpilki do wto-
séw”, prawdopodobnie stuzy tez do regulacji translacji
tego transkryptu. Znaleziono réwniez biatko o masie
60 kD (SOD-RBP), ktére wigze sie do sekwencji 5’UTR
postaci 0,93 kb mRNA opdZniajac jego translacje [29].
Opéznienie translacji 0,93 kb SOD1 ma na celu ochrone
przed uszkodzeniem przez wolne rodniki zaawansowa-
nych stadiéw spermatogenezy. Wysoka ekspresje biatka
SOD1 wykryto w poszczegdlnych odcinkach najadrza,
gdzie uformowane gamety przechodza proces dojrze-
wania. Stwierdzono tez, ze ilo§¢ biatka SOD1, jak i jego
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Ryc. 2. Schemat budowy plemnika z podziatem na trzy gtdwne elementy strukturalne — gtdwke, wstawke i witke. Na schemacie zaznaczono umiejscowienie biatek
miedziozaleznych wystepujacych w poszczegdlnych elementach plemnika oraz informacje o roli tych biatek w prawidtowym funkcjonowaniu gamety.
Najwyzsza zawarto$¢ miedzi w plemniku wystepuje we wstawce i jest pieciokrotnie wyzsza niz w gtowce [37]

aktywno$¢ wzrasta, gdy plemnik przechodzi od glowy,
przez trzon, az do ogona najadrza [86]. Odpowiedni
poziom miedzi w organizmie jest konieczny do wia-
$ciwego funkcjonowania enzymu SOD1, ktéry ma pod-
stawowe znaczenie w naturalizacji poziomu wolnych
rodnikéw (ROS) powstajacych w procesach metabolicz-
nych [71]. Plemniki sg niemal pozbawione mozliwosci
transkrypcji i zawierajg mate ilo$ci enzyméw chronia-
cych je przed stresem oksydacyjnym.

Duzg aktywno$¢ biatka SOD1 stwierdzono réwniez
w plynie nasiennym [88,118]. Prawdopodobnie, dla-

tego aktywno$¢ SOD1 jest pozytywnie skorelowana,
z jako$cia nasienia zwigzang z ruchliwo$cig plemnikéw,
ich zywotno$cia, a takze z ich koncentracja [70]. Celino
i wsp. wykazali, Ze dodawanie miedzi do hodowli komé-
rek jadra podnosi enzymatyczna aktywno$é Cu/Zn SOD
[12]. W wielu przypadkach azoospermii u ludzi wyka-
zano znaczne obnizenie zawarto$ci Cu w ejakulacie oraz
jednoczesny spadek aktywno$ci SOD1. Podobne zjawiska
zwigzane z zaburzeniami w funkcjonowaniu SOD1 réw-
niez obserwowano w wielu stanach patologicznych zwig-
zanych z nieplodnoscia [76]. Tak wiec, niskie stezenie
miedzi w gametach meskich wywotuje wzrost poziomu
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ROS wynikajace gtéwnie z nieprawidtowosci w funkcjo-
nowaniu SOD1. Tym bardziej waznym wydaje sie to, ze
samce myszy, u ktérych w wyniku inzynierii genetycz-
nej wylaczono gen SOD1 (SOD17 ~KO) s3 plodne. Jednak
samce SOD17 -~ KO maja mniejsze jadra, mniej plemni-
kéw w najadrzu [112], a ich gamety wykazujg mniejsze
zdolnos$ci penetracji ostonki przejrzystej oocytu [28].
Caltkowity brak biatka SOD1 u takich samcéw skutkuje
obnizeniem ruchliwo$ci plemnikéw i spadkiem efek-
tywno$ci zaptodnienia in vitro [28]. W gonadach sam-
céw SOD1” ~KO nie stwierdzono podniesienia poziomu
innych biatek antyoksydacyjnych, takich jak katalaza czy
peroksydaza glutationu [112]. Nie badano jednak u nich
ekspresji drugiej dysmutazy ponadtlenkowej zawieraja-
cej jony miedzi i cynku - biatka SOD3. Wiadomo bowiem,
ze w ludzkiej spermie aktywno$é dysmutazy SOD1
wynosi az 75% w stosunku do 25% aktywnosci dysmu-
tazy SOD3 [88].

Metalotioneiny

Metalotioneiny (MTs) to grupa niskoczasteczkowych bia-
tek miedziozaleznych. Tworzy ja kilka rodzin i podrodzin
metalotionein réznigcych sie struktura i rolg biologiczna.
MTs kregowcdw sg wielko$ci 6-7 kDa [116]. Sa to prote-
iny odpowiedzialne gtéwnie za ochrone organizmu przed
dzialaniem takich metali ciezkich jak kadm, otéw czy
rteé. Ponadto metalotioneiny sg wspétodpowiedzialne
za utrzymanie homeostazy pierwiastkéw $ladowych:
cynku czy miedzi. Metalotioneiny sg zbudowane zwykle
z dwéch domen bogatych w reszty cysteinowe i zawiera-
jacych kolejno 11 (domena a) i 9 (domena ) reszt cyste-
iny. Reszty te umozliwiaja MTs wiazanie 4 jonéw metali
dwuwarto$ciowych lub 6 jonéw metali jednowartoscio-
wych do domeny a i 3 jonéw metali dwuwarto$ciowych
lub 6 metali jonéw jednowartosciowych do domeny .
Jony sg upakowane w formie dwéch oddalonych od sie-
bie klasteréw [116]. MTs moga tez tworzy¢ luzne, mie-
szane kompleksy z jonami metali. To, jakie z dostepnych
metali zostang zwiazane przez metalotioneine zalezy od
ich dostepnosci oraz powinowactwa. W stanie fizjologicz-
nym MTs wigza w znacznej ilo$ci jony cynku. Te jednak
moga bardzo tatwo oddysocjowal, a ich miejsce zaste-
puja inne metale np. jony miedzi [116]. U cztowieka opi-
sano metalotioneiny z czterech réznych rodzin MT1-MT4.
MT-11iMT-2 sg syntetyzowane we wszystkich komérkach
organizmu i uznaje si¢ je za MT podstawowe [89]. MTs
sg biatkami wewnatrzkomérkowymi, jednak maja takze
aktywno$¢ pozakomédrkowa. W komérce, metalotioneiny
wystepuja gtéwnie w mitochondrium i cytoplazmie, moga
sie takze przemieszczaé przez pory otoczki jadrowej do
jadra komérkowego. MT-1 i MT-2 obserwowano w jadrze
komérkowym komérek poddanych dziataniu stresu oksy-
dacyjnego, podczas fazy S oraz komdrek traktowanych
wysokimi stezeniami miedzi, cynku czy zelaza [23]. Bio-
logiczng funkcja MTs sa: detoksyfikacja w przypadku
nadmiaru metali ciezkich, utrzymanie homeostazy pier-
wiastkéw $ladowych (w tym miedzi), transport pierwiast-
kéw $ladowych oraz neutralizacja toksycznych zwiazkéw
elektrofilowych [23].

Prowadzono wiele badari nad rola metalotioneiny
w meskim uktadzie rozrodczym. Ekspresja MTs na pozio-
mie mRNA jest stwierdzona w jadrach szczura w pierw-
szorzedowych i drugorzedowych spermatocytach oraz
spermatydach. Brak mRNA MTs wykazano w sperma-
togoniach oraz komdrkach Sertoliego i Leydiga. Nato-
miast na poziomie biatka, metalotioneina jest obecna
zaréwno w komérkach germinalnych, gdzie wykryto
wysoki poziom transkryptu oraz w komérkach Serto-
liego i w plemnikach [111]. Natomiast u myszy ogdlny
poziom ekspresji mRNA MTs w jadrach byt bardzo niski
w czasie dwdch pierwszych tygodni zycia osobnika,
poziom ten ro$nie stopniowo az do osiggniecia dorosto-
$ci (9 tydzien zycia). Wysoki poziom mRNA MTs u myszy
zlokalizowano w komérkach germinalnych: spermato-
cytach I i 1l rzedu oraz spermatydach. Komdrki Serto-
liego, spermatogonia i spermatozoa wykazywaly niska
ekspresje mRNA MT-1 i MT-2 [17]. W najadrzu szczura
komérki bazalne wykazuja wysoka ekspresje wszyst-
kich trzech transkryptéw metalotioneiny (MT-1, MT-2,
MT-3). Poziom ekspresji oraz rodzaj transkryptu zalezy
od regionu najadrza. Metalotioneina wykazuje takze
duzg aktywno$¢ w plazmie najadrza [1,16]. Metalotio-
neina wydzielana przez prostate jest gtéwnym biatkiem
plynu prostaty wigzagcym cynk. MTs wpltywa stabilizu-
jaco na chromatyne plemnikéw, a jego ekspresja ro$nie
w przypadku zapalenia pecherzykédw nasiennych lub
samej prostaty [106]. Sugerowana rolg metalotione-
iny w jadrach jest regulacja proliferacji i réznicowania
komdrek oraz dostarczanie i magazynowanie jonéw
cynku [79]. Ekspresja metalotioneiny w jadrach zwieksza
sie podczas ekspozycji organizmu na dziatanie kadmu.
MTs pelnia tam role ochronna przed dziataniem tego
szkodliwego metalu ciezkiego [49,126].

Dysmutaza ponadtlenkowa trzecia

Odkryte w 1982 r. biatko CuzZn SOD3 w literaturze ozna-
czane tez jako EC-SOD (extracellular superoxide dismu-
tase - EC-SOD), jest glikoproteing o catkowitej masie
czasteczkowej 135 kD. Biatko to formuje homotetramer,
a kazda z 4 podjednostek ma wbudowany w centrum
aktywne jeden atom miedzi i jeden atom cynku [69,102].
Istnieje 50% podobieristwa na poziomie sekwencji ami-
nokwaséw miedzy biatkami SOD1 i SOD3. W przeciwien-
stwie do wewnatrzkomérkowej ekspresji SOD1, biatko
SOD3 wystepuje w macierzy pozakomérkowej i na
powierzchni komérek. Jednak enzym ten, podobnie jak
SOD1, katalizuje reakcje dysmutacji rodnika ponadtle-
nowego do nadtlenku wodoru i czgsteczki tlenu. SOD3
jest gléwnym enzymem antyoksydacyjnym, unieczyn-
niajgcym anionorodnik ponadtlenkowy, w przestrzeni
pozakomdrkowej. EC-SOD nie tylko katalizuje dysmuta-
cje 0, do nadtlenku wodoru, ale podobnie jak CuzZnSOD1
wykazuje réwniez aktywno$¢ peroksydazowg [102]. Jest
to szczegblnie wazne, gdyz w przestrzeni miedzykomdr-
kowej nie dziatajg takie enzymy jak katalaza czy perok-
sydaza glutationowa, ktére wewnatrz komérki prowadza
rozktad nadtlenku wodoru [69,102]. W gonadzie meskiej
ekspresja SOD3 na poziomie mRNA jest wysoka, a stwier-
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dzono jg gtéwnie w komédrkach Sertoliego i w mniejszym
stopniu w komdrkach germinalnych: spermatogoniach,
spermatocytach i okragtych spermatydach [74]. Wysoka
ekspresje SOD3 wykazano réwniez w komérkach epi-
telialnych najadrza, a jego duzg aktywno$¢ w plynie
nasiennym [3]. Nie tylko aktywno$¢, ale posrednio réw-
niez ekspresja SOD3 sg zalezne od zawartos$ci jonéw
miedzi. Ekspresja SOD3 na poziomie transkrypcji jest
regulowana przez metalochaperon ATOX1, ktéry jest
zaréwno biatkiem transportujacym jony miedzi do
aparatu Golgiego, gdzie taczy sie z ATP-azami ATP7A
i ATP7B, jak réwniez petni funkcje czynnika transkryp-
cyjnego. W odcinku promotorowym genu SOD3 stwier-
dzono sekwencje GAAAGA, do ktérej przytacza sie biatko
ATOX1. Przytaczenie biatka ATOX1 do sekwencji pro-
motorowej jest mozliwe tylko wtedy, gdy jest potaczone
z atomem miedzi [33,39]. Biatko SOD3 jest wydzielane
na zewnatrz komdrki, dlatego jego obrébka potransla-
cyjna zachodzi w aparacie Golgiego gdzie do formy apo
- tego enzymu sa przytaczane jony metali. Wyniki badan
wykazaly, ze za przytaczenie jonéw miedzi do centrum
aktywnego SOD3 jest odpowiedzialne inne miedzioza-
lezne biatko: ATP7A [33,92]. Jak wskazuja wyniki licznych
badan niedobér miedzi w organizmie prowadzi do obni-
zenia aktywno$ci i niedoboru biatka SOD1 [52,58,121]
i SOD3 [92]. Mied? jest wiec pierwiastkiem niezbednym
do prawidlowego dziatania obu dysmutaz, a tym samym
do skutecznej ochrony komérek rozrodczych przed dzia-
taniem wolnych rodnikéw. W badaniach przeprowadzo-
nych na myszach wykazano, ze u zwierzat, u ktérych
eksperymentalnie wywotano uszkodzenie jader dzia-
taniem silnego stresu oksydacyjnego (indukcja stresu
cyklofosfamidem) wystepowal znaczny spadek liczby
i ruchliwo$ci plemnikéw, mniejsza byta réwniez masa
gonad [129]. U takich myszy zastosowanie mieszanki
flawonoidéw z roélin z rodzaju Epimedium poprawiato
wszystkie wymienione wyzej parametry. Autorzy pracy,
jako jedna z przyczyn takiego stanu wskazujg na wzrost
ekspresji SOD3 w jadrach po podaniu flawonoidéw [129].

Ceruloplazmina

W gonadzie meskiej stwierdzono réwniez ekspresje
innego miedziozaleznego biatka ceruloplazminy. Ceru-
loplazmina jest biatkiem zawierajacym 6-8 atomdéw
miedzi, jest jedng z oksydaz multimiedziowych - biatek
potrafiacych wiazaé czasteczke tlenu i redukowac ja do
czasteczki wody, utleniajac przy tym dany substrat [122].
Jony miedzi sa wbudowane w centrum aktywne cerulo-
plazminy. Grupa prostetyczna tego enzymu sktada sie
z trzech centréw miedziowych T1, T2 i T3 [122]. Centra
te réznia sie wlasciwo$ciami magnetycznymi, spektral-
nymi oraz funkcja. Centrum T1 jest akceptorem elek-
tronéw, dwa pozostate, centra T2 i T3, sa niezbedne
w procesie redukcji czasteczki tlenu do czasteczki wody
[122]. Obecnie znane sa dwie postaci ceruloplazminy:
sekrecyjna wydzielana do osocza krwi oraz btonowa.
Obydwie formy tego biatka sg kodowane przez jeden gen
i powstaja w wyniku alternatywnego splicingu mRNA
[87]. Zmiana dotyczy 19 i 20 eksonu genu kodujgcego

ceruloplazmine. Jezeli rekrutowany zostaje 19 ekson,
wtedy powstaje krétsza forma ceruloplazminy - sekre-
cyjna (sCp). Natomiast w przypadku rekrutacji eksonu
20, powstaje czasteczka dluzsza o 20 aminokwaséw na
koticu C-biatka w obrebie, ktérej znajduje sie sygnat
lokalizacji dla kotwicy GPI (glikozylofosfatydyloinozyto-
lowej kotwicy lipidowej)