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WSTEP

Testosteron przenika z zyly do tetnicy jajnikowej u $win nie tylko na drodze bezpofednie-
go przechodzenia czqstek przez $cianki naczyh, lecz takze za po§ednictwem plynu tkankowe-
g i limfy oraz naczyh wlosowatych obszaru szypuly naczyniowej jajnika [7]. Tkanki tego ob-
szaru wykazujq zdolno$§é do zatrzymywania znacznych ilosci radioaktywnego testosteronu, infun-
dowanego do zyly iqinikowei[é, 8l.

Powyzsze fakty nasuwajq przypuszczenie o mozliwoéci przejéciowego gromadzenia testostero-
nu odplywajqcego z jajnika z plynem tkankowym i limfq przez tkanki obszaru szyputy naczynio-
wej jajnika, bqdZ tez udziatu testosteronu w regulacji cyklu ptciowego. W niniejszej pracy
postanowiono zbadaé sposéb zatrzymywania festosteronu w obszarze szyputy naczyniowej jajnika
i poréwnaé go z wiqzaniem, ktéremu podlega ten hormon w tkankach macicy, oraz przesledzié

dynamike zatrzymywania testosteronu w tkankach obszaru szypuly naczyniowej jajnika.

MATERIAL | METODY

Zwierzeta doswiadczalne

Doswiadczenie wykonano na 26 lochach rasy WBP w 17 dniu cyklu ptciow=go, podzielonych

na dwie grupy. W | grupie bylo 15 loch po druaim oproszeniu, u ktsrvch o7nae= =~ % ==nis



18 STANISLAWA STEFANCZYK

H-tfestosteronu przez tkanki obszaru szypuly naczyniowej jajnika. W Il grupie bylo 11 loszek

dojrzatych piciowo, u kiérych oznaczano receptory cybozolowe dla tesiosteronu w tkankach

macicy i wigzadta szerokiego .

. . 3 : C
Oznaczanie wigzania “H-testosteronu przez tkanki obszaru szypuly naczyniowej

Przygotowanie jajnikéw izolowanych wraz z obszarem szypuly naczyniowej oraz infuzje
nqg wczesdniej (8]. Po zakoticzeniu infuzji “H-tesfosteronu w naczyniach obszaru szypuly na-
czyniowe| utrzymywano jeszcze w ciqgu 30 minut krqzenie krwi, a nastgpnie réwniez w ciqgu
30 minut krqzenie dekstranu ( Dextran 70 000, Polfa Kutno). Krew lub dekstran wyplywajqce
czenia umieszczano w tazni lodowej, a nastepnie wirowano przy 3000 obr/min w wiréwce
K-70 ( Janetzki). Z obszaru szypuly naczyniowej jajnika pobierano wycinki tkanek wraz z

rozgalezieniami tetnicy jajnikowej i zylq jajnikowq i zamrazano w cieklym azocie.

Uzyskiwanie frakcji cytozolowej i jqdrowej z pobranych tkarek

Zamrozone tkanki rozcierano w porcelanowym mozdzierzu. Homogenety mieszano z buforem
(50 mM tris HCI, pH 7,4 1 mM EDTA) w proporcji 2 : 1 i wirowano w wiréwce K-70 przy
800 g w ciggu 10 minut. Nadsqcz wirowano 60 minut w wiréwce VAC-602 (Janetzki) przy
105000 g w celu uzyskania cytozlu. Frakcje jgdrowq oczyszczano oraz ekstrahowano z niej

3H-tesbsferon zgodnie z mefodq opisang przez Giannopoulusa [4].

Oznaczanie wigzania 3H-’resiosfenonu w cybbzolu

W cytozolu oznaczano radioaktywno$¢ catkowitq (3H-tesiosferon wolny + zwiqzany) oraz
radioakfywno §¢ zwiqzang po adsorbcji wolnego hormonu na weglu optaszczonym dekstranem.
Mase czqgsteczkowq biatek cytozolowych wigzqcych testosteron okreslano metodq analizy w li-
niowym gradiencie stezef sacharozy (5-20%], stosujgc joko wzorzec roziwér albuminy surowi-
cy wolowej. Préby wirowano w roztworze SW 41 wiréwki LS5-40 ( Beckman ) w ciggu 10 godzin.
Po odwirowaniu z dna prébéwek pobierano frakcje o objefosci 12 kropli, w ktérych mierzono
stezenie biatka w spekfrofoiometrze VSU-2 ( Zeiss). Radioaktywno§é frakcji, mierzono w licz-
niku LS-7500 Beckman o wydajnoéci dla trytu 70%, po dodaniu 10 ml scyntylatora dioksano-
wego .
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Oznaczanie radioaktywnoéci osocza, dekstranu, cytzolu i ekstraktu jadrowego

Prébki osocza, dekstranu, cytozolu i ekstraktu jgdrowego, o objetasci 0,5 ml kazda, eksira-
howano 20-krotnq objgtoscig eteru etylowego. Radioaktywnosé préb mierzono w liczniku LS-
-7500. Wydajno$¢ ekstrakcji wynosita: dla osocza i cylozolu 85 +1,9%, dla ekstaktu jgdrowe-
g 90 +1,5%, dla dekstranu 92 +1,5%.

ldentyfikacja testosteronu

Identyfikacje testosteronu znakowanego irytem, zwigzanego przez tkanki obszaru szypuly

naczyniowej jajnika, wykonano w sposéb przedstawiony przez Krzymowskiego i wsp. (8]

Oznaczanie receporéw cybzolowych dla testosteronu

Loszki !l grupy porazano prqdem i skrwawiano. Natychmiast po gkywawieniu pobierano ma-
cicg wraz z wigzadlem szerokim i skrawek przepony. Nastepnie wykonywano perfuzje rogu ma-
cicy schtodzonym buforem (0,05 M tris HCI, pH 7,4) przez tetnice maciczng po lewe| stronie.
Z wyptukanego rogu macicy pobierano prébki blony $luzowej i migéniowej macicy, wycinek ob-
szaru szypuly naczyniowej jajnika z rozgalezieniami temicy jajnikowej i zylq jajnikowq oraz
wigzadla szerokiego z okolicy szyjki macicy. Pobrane tkanki zamrazano w ciektym azocie, a
nastgpnie homogenizowano i wirowano w temperaturze 0°C przy 800 g w ciggu 10 minut.
Uzyskany nadsqcz uzywano do oznaczania recepforéw cyiozolowych. Oznaczenie przeprowadza-
no wedtug mefody Castanedy i Lico [2], uzywajqc do adsorbcji nie zwigzanego tesfosteronu weglo
optaszczonego dekstranem. Stezenie biatka w nadsqczu oznaczono mefodg Lowry i wsp. (9].

Pojemno$é wigzania calkowitego, niespecyficznego i specyficznego dla poszczegélnych tka-
nek wyliczono w siosunku do 1 mg biatka. Uzyskane wartoéci wigzania specyficznego poddano
analizie mefodg Scatcharda, wyznaczajqc stalq dysocjacji kompleksu hormon-receptor (KD)oraz

pojemno$é wigzania recepiorowego (Ns}.

Oznaczanie specyficznoéci hormonalnej receptoréw

Wykonano oznaczenie konkurencji 5 ol -dihydrotestosteronu, esiradiolu, progesteronu i korty-
zolu o wigzanie z recepforami tesiosteronowymi, stosujqc 100-krotny nadmiar tych hormonéw

wobec 3H-tesiosferonu. Obliczono konkurencyjno$é wymienionych hormonéw, stosujgc wzér Atge-

ra (1).
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Identyfikacja biatek cytozolowych obszeru

szypuly naczyniowej jajnika wigzgcych 3H-fesiosteron

Prébki cytozoli inkubowanych z 3H-tesilasfer/onem i pozbawionych wolnego hormonu przez
adsorbeje na weglu optaszczonym deksiranem oraz préby wzorcowe stanowigce 10-krotnie roz-
cieficzong surowice Swinskq rozdzielano na zelu polickrylamidowym wedtug metody Maurera
(i OJ. Préby wzorcowe barwlono czerniq amidowq. Wycinki stupkéw zelu z prébami badanymi,
odpowiadajqce poszczegdlnym frakcjom biatek, ekstrahowano dwukrotnie 10 ml eteru etylowe-
o . Radioaktywnosé ekstraktéw mierzono w liczniku LS 100C Beckman . Wszystkie dane przed-

stawiono w postaci §ednich arytmetycznych oraz poddano ocenie statystycznej wedlug testu t
Studenta.
WYNIKI

Poréwnanie aktywno ici 3H-fesiosteronu, "wynoszqcei §ednio 8,3 i 106 cpm, wprowadzanego
do zyly jajnikowej podczas kolejnych 5-minutowych etapéw infuzji, z aktywnoiciq zawartg
w wyplywaijqcej krwi zylnej (rys. })wykazalo, ze czgéé infundowanego hormonu zostata zatrzy-

mana w obszarze szypuly naczyhiowej jajnika.

cpm/ml 5 r;T
[ [t
= <
7| & e
10’k © 2 £
3 : a A fE g
il A ; i
I 3 ¢
6L -
108k I = g
L 2 n
T 3
& o
X =
7] N
= 3
109 ﬁ " g t
E r 8 &
a
1 k1
o (=]
b4
10";‘ l
[
4 1 1 1 1 | 1 | 1 1 | 1 | 1 | 1

L 1 L
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S50 55 60 65 70 75 80 85 90 min
Infuzja 3Htestos'teronu Perfuzja krwigq Perfuzja dekstranem

- Rys. 1. Radioaktywno §é odzyskana z zyly jainikowej podczas 30-minutowe| infuzji 3H--fes'io-
’ steronu (8,3 x.10° cpm/ 5_minut) i perfuzji preparatu krwiq i dekstranem

Odz‘yskcny podczas infuzji tesfosteron stanowit érednio 71,38 13,1% ilos&i wprowadzonej.

~ Perfuzja tkanek obszaru szypuly krwiq sppwodowata usunigcie 10,01 +0,8% , a perfuzja dekstra-
nem 0,08 +0,02% aktywnosci wprowadzonej do zyly jajnikowej. tqcznie odzyskano wigc zaled-
wie 81,47% radioaktywnoséci uzytej do infuzji.
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Okoto 18% radioaktywnosci wprowadzonej do zyly jajnikowej pozostawalo w tkankach obsza-
ru szypuly naczyniowej jajnika jeszcze 60 minut po zakoficzeniu infuzji. Kontrola zawarfosci
3H testosteronu w radioaktywnosci zatrzymane| przez tkanki wykazala, ze aktywnosé ta w 86%
zwigzana byla z 3H-festosl'eronem. Wykonanie oznaczed radioaktywnosci krwi zylnej i dekstra-
nu dla poszczegélnych 5-minutowych okreséw pozwala obserwowaé dynamike zatrzymywania
i uwalniania testosteronu przez obszar szypuly naczyniowe| jajnika podczas infuzji i po jej
zakoficzeniu (rys. 1).

Cytozol uzyskany z tkanek obszaru szypuly naczyniowej jajnika wykazywal wysokq radio-
aktywno$é (okoto 70% )zwiqzang z bio}kami, Wyniki analizy radioaktywnego cytozolu w linio-

wym gradiencie stezer sacharozy przedstawiono na rysunku 2,
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Rys. 2. Ekstynkcja biatka frakcji préby wzorcowej (a) oraz ekstynkcja biatka i radioaktywno$¢
cytozolu obszaru szypuly naczyniowej jajnika (b) po wirowaniu w liniowym gradiencie stezen
sacharo zy '

Biatka zwigzane z 3H-fesiosferonem charakteryzowaly si¢ masq czqsteczkowq odpowiadajqcqg ma-
sie albuminy surowicy wolowej, co wyklucza obecnosé SH-testosteronu zwigzanego z recepfora-
mi. Nieobecno$é receptoréw testosteronowych wlfych tkankach potwierdza kontrola radioak tyw-
nosci frékc]i iqdrowej. Ekstrakt z oczyszczonej frakeji jadrowe] tkanek obszaru szypuly naczy-
niowej jajnika, zawierajqcy biatka w stezeniv 1,96 10,2 mg/ml, nie wykazywatl radioak tywnos-
eis |

Warioéci przedstawione na rysunku 3 wskazujq na wyjqtkowo duzq pojemnosé wiqzania H-
—testosteronu w obszarze szypuly naczyniowej jajnika, rézniqcq sig stafystycznie istotnie od
po]émfuo§ci innych badanych tkanek. Wiqzanie fo w catosci miato charakter wlqzania niespecy-

ficznego, nie bylo wigc wiqzaniem receptorowym.
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Rys. 3. Wiqzanie 3H-teslosteronu (15 pmoli 3H-T + 1,5 nmola T)w cybozolach: 1 - btony
fluzowej, 2 - blony migéniowej, 3 - szypuly, 4 - tetnicy macicznej, 5 - wigzadta szerokiego,
6 - przepony
Radioaktywnosé obecna w cytozolach obszaru szupuly naczyniowej jajnika, inkubowanych

z 3H-i'esfosteronem po rozdzieleniuv na zelu poliakrylamidowym, wystepowala w obszarze, w

ktérym zlokalizowane byly albuminy ieL]-globuliny (rys. 4),
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Rys. 4. Elektroforegramy surowicy $wiriskiej {a) i cytozmlu obszaru szupuly naczyniowej jajni-
ka znakowanego “H-testosteronem (b) .

Obecno$¢ wiqzania receptorowego dla testosteronu stwierdzono natomiast w blonie §luzowej
i migsniowe| macicy. Wyliczone metodq Scatcharda wartoéci KD’ okre§lajqce powinowactwo
wiqzania receptorowego, wynosity dla blony §luzowej 0,35 30,03 nM i dla blony migéniowej 0,3
0,39 +0,03 nM, natomiast pojemno$é tego wiqzania wynositla w blonie Sluzowej 25,5 12,3,
a w blonie migsniowej 21,62 12,0 nmoli/mg biatka. Recepiory cytozolowe tkanek macicy byty
specyficzne dla testosteronu i istotnq konkurencje o wigzanie wykazaly tylko 50{\ ~dihydro tes-
tosteron (34,4 +1,4%) i estradiol (16,2 +1,4%).
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DYSKUSJA

Zdolno §¢ tkanek obszaru szypuly naczyniowej jajnika do wychwytu i zatrzymywania przez
do§é dtugi okres testosteronu, wykazana przez Krzymowskiego i wsp.[é, 8] , hasuneta przypu-
szczenie o mozliwoéci wystepowania w tych tkankach receptoréw festosteronowych i ich udziatu
w realizacji regulacyjnych funkcji testosteronu.

W przedstawionych badaniach nie stwierdzono wiqzania receptorowego w tkankach szyputy
naczyniowej jajnika, podobnie jok w innych fragmentach wigzadta szerokiego, podczas gdy
w zastosowanych w celu poréwnawczym tkankach macicy oznaczono specyficzne dla testostero-
nu receplory cylozolowe o powinowactwie zblizonym do wystgpujacego v innych gatunkéw.

Na podkre§lenie natomiast zastuguje duza pojemno$é wiqzania testosteronu w tkankach ob-
szaru szypuly naczyniowe| jajnika, statystycznie istotnie wyisza niz w innych fragmentach
wiezadla szerokiego. Wigzanie to w caloéi posiadato cechy wigzania niespecyficznego (rys. 3),
a zatem bylo stosunkowo mato trwate.

Wymienione cechy wiqzania, jokie tworzq biatka komérkowe tkanek obszaru szypuly naczy-
niowej jajnika z festosteronem, pozwalajqa na powiqzanie duzych iloéci hormonu wytwarzanego
w jajniku i docierajocego z limfq do tego obszaru. Powoduje io lokalng koncentracje tesoste-
ronu [5] Jednoczeénie mata trwato$é tego wigzania umozliwia szybkie oddysocjowanie tesio-
steronu od czgstek biatkowych i zwigkszenie puli wolnego hormonu, a wigc formy, ktéra drogq
przeciwprqdowego przenikania moze byé przekazana do krwi fetniczej, zoopatrujgcej jajnik

i stanowié dlai dodatkowe 2Zrédlo tesfosteronu [3].

PODSUMOWANIE

Stwierdzona w niniejsze] pracy niespecyficzna forma wiqzania testosteronu z biatkami komé-
rek szypuly naczyniowej jajnika, odmienna niz w blonie $luzowej i migéniowe| macicy, wska-
zuje na zupehlnie réiny cel pojawiania sie tego hormonu w sosiadujqcych ze sobq tkankach.

Z przedstawionych bowiem badar wynika, ze obszar szypuly naczyniowej jajnika posiada nie
tylko adaptowany do wychwytu i przeciwprqdowego przenoszenia hormonéw sterydowych uktad

krqzenia [8], lecz jest réwniez przysiosowdny do okresowego zatrzymywania testosteronu.
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S. Stefaficzyk

MECHANISM OF BINDING OF TESTOSTERONE
BY OVARIAN VASCULAR PEDICLE AND UTERUS

Summary

A dynamic of the uptake and capture of 3H-tes|osl'erone (3H-T) in the vascular pedicle
region of the isolated ovary after hormone infusion into ovarian vein was studied in pigs.

A high radioactivity found in cyfosol of those tissues was mostly bound by proteins (over
70%) . Molecular weight of the binding proteins of cyfosole and the absence of the radioactive

testosterone in nuclear fraction suggesfs none receptora! character of the binding.
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Cel electrophoresis of 3H-T cytosol and analysis in sucrose gradient allowed fo define the
protein properties as very similar to albumine and ol.] globuline.

Testosterone receptors determined by charcoal technique were not found in vascular pedicle
tissues but they occurred in the uterine. Capacity of total binding of testosterone in the vascu-

lar pedicle region was considerable higher than in other tissues.

Co.Credanpuux

MEXAHV3M CBASHBAHVA TECTOCTEPOHA B OBJIACTU COCYILINCTOIO
CTEBIAL ANYHUKA ¥ MATKHA

PeswwmMe

BH—recwocmePOHa

Hccrenosanu [UHAMUKY NOTJIOMEHUS U 3aLeDXUBAHUA
(?H—T) B o6nacTu TraEe# cocyaucroro crebmd nocine =2ro uHYY3UH B BEHY
U30M4DOBAEHOIO ANYHUKA. B OUTO30JEX 3TUX TKaHEd OoOHApyXuUAM BHCOKYD pa-
AMOQKTUBHOCTH, CRA3AHHYD B ¢BHmEe 70% ¢ Cenxamu, Ha OCHOBaHWU omnpejnene-
HUA MOJICKYJNAPHONW MACCH HEDENEeNTOPHHX CBA3HBADMNX OEIKOB QUTO30NA, &
TaK¥e aHalIu3a DAAMOAKTUBHOCTH ALCPHO® (paKOIuM, KOHCTATUPOBAJIU OTCYT—
CTBUE TECTOCTCPOHOBHX DENENTOPOB B TKAHAX CTEONf, IIEKTPOPOpPEeTUIECKOS
pasnenenune MEUEHHX 8H-T guro3onei#f ¥ meHTpuPyrupoBaHMe B NUHEHHOM rpa~
AUSHTE KOHOSHTDANWH! caxaposH MOKA3&NM, 4YTO TECTOCTEDPOH CBABHBAETCHA C
6enkaMmu, MOLOOGHHMU aNbOyuuHaM M a(d-PﬂyQYMHHaM. PeaynrsrarTH avaiunz3s OUe
TO3O0J BPHHX DENENTOPOB NO METOAY aAcoplnuuM Ha yrae CBUAETEIBCTBOBANU 06
OTCYyTCTBUK PEOENTOPOB TECTOCTEPOHA B OONACTH COCYyAUCTOr'O0 cTebad u o6

ABCTBEHHOM UX COZEDX8&HVU B TK&HAX MATKHU, KOHCTB.TVIPOB&JIH CymecCcTBEHHO

BHCIIEE KOJMUYECTBO CBA3HBADIKX MECT AN TECTOCTEpOHa B olbxacTiu crelnf,

110 CpaBHEHW® C JAPyPUMU TKOHAMU,



