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Streszczenie: Nieptodnos¢ meska moze by¢ powiazana z zaburzeniami kondensacji chromatyny
plemnikow wynikajacymi miedzy innymi z nieprawidtowosci struktury i ilosci protamin. Podtozem
tych zmian s3 nie tylko nieprawidtowe sekwencje nukleotydowe gendow tych biatek, ale takze
zaburzenie ich ekspresji i translacji. Stad tez badania dotyczace regulacji tych procesow sa
przedmiotem wielu badan doswiadczalnych, ktore starajg sie ujawni¢ molekularne podtoze meskiej
sterylnosci, szczegdlnie idiopatycznej. W mejotycznych spermatocytach i w okragtych spermatydach
zachodzi proces transkrypcji genow protamin, natomiast w wydtuzajacych sie spermatydach — proces
translacji. Regulacja transkrypcji kontrolowana jest za pomoca metylacji DNA oraz wigzania si¢
czynnikow transkrypcyjnych do sekwencji promotorowych (TFIID, TFIIA) i polimerazy 11 RNA
(TAFIIt, ang. testis specific isoform ALF). W komorkach germinalnych zawarto$¢ i rodzaj
czynnikow transkrypcyjnych jest zdecydowanie inna w poréwnaniu do komorek somatycznych.
Zwraca si¢ uwage na istotng rolg czynnika transkrypcyjnego CREM, ktory moze aktywowac
i hamowac¢ ekspresj¢ wielu waznych podczas spermatogenezy genéw, w tym genow protamin. CREM
jest aktywowany przez cAMP i alternatywnie przez ACT (ang. LIM-domain family proteins, LIM-
only protein). Ponadto istotng role w ekspresji omawianych genow odgrywa macierz jadrowa,
wiazaca sie z obszarami DNA (MAR, ang. specific-haploid Matrix Attachment Regions)
ograniczajacymi z dwodch stron wielogenowa domene PRMI—PRM2—TNP2, zawierajaca
odpowiednio locus dla genu protaminy 1 i 2 oraz biatka przejéciowego 2. Jadrowa adenylacja
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pierwotnych transkryptow protamin, wraz z biatkami regulatorowymi (PABP, ang. Polyadenylate
Binding Protein, bialka z rodziny Y-box), powoduje ich stabilizacj¢ i uniemozliwia translacje. Z kolei
cytoplazmatyczna  deadenylacja  tych  transkryptow i  oddysocjowanie  czynnikow
transkrypcyjnych/translacyjnych znosi represj¢ translacji. Na szczegdlng uwage zashuguja miRNA,
ktore wigzac si¢ z mRNA powoduja jego cigcie lub tez inhibicj¢ translacji. Wkrotce po syntezie
protamin ale przed ich inkorporacja do DNA, odbywa si¢ fosforylacja tych biatek, ktora umozliwia
im zwigzanie si¢ ze zidentyfikowanym receptorem LBR (ang. Lamin B Receptor) w obrgbie lamin
jadrowych. Z kolei, uwolnienie protamin z receptora wymaga ich defosforylacji i w dalszym etapie
umozliwia wymiang biatek przejSciowych na protaminy.

Stowa kluczowe: plemnik, chromatyna, DNA, protaminy, transkrypcja, translacja

Summary: Male infertility can be associated with sperm chromatin abnormalities resulting from
aberrant structure and amount of protamines. The changes concern not only abnormal nucleotide
sequence in the protamine genes but also expression and translation of the proteins. Therefore the
regulation of these processes is a target of many experimental studies which try to reveal molecular
background of male sterility particularly that of idiopathic origin. The protamine genes appear to be
transcribed in the meiotic spermatocytes as well as round spermatids and to be translated in
elongating spermatids. Transcription is regulated via methylation of DNA and transcriptional factors
that bind to the promoter region (TFIID, TFIIA) and to the polymerase Il RNA (testis specific
isoform ALF, TAFIlIt). The amount and forms of transcriptional factors are different in germinal cells
compare to somatic cells. Transcriptional factor — CREM is known to activate and suppress
expression of major genes of spermatogenesis including genes for protamines. The factor is activated
by cAMP or by ACT (LIM-domain family proteins, LIM-only protein) alternatively. Moreover
nuclear matrix proteins play an essential role in the expression of described genes. The nuclear matrix
bind to specific-haploid matrix attachment regions (MAR) flanking at both sides of multigenic
PRM1—PRM2—TNP?2 protamine domain that contain protamine 1, 2 and transition protein 2 loci,
respectively. Nuclear adenylation of the protamine primary transcripts and regulatory proteins (PABP
— Polyadenylate Binding Protein, family Y-box proteins) result in the stabilization of transcripts and
inhibition of the translation. On the other hand, transcript deadenylation and removal of
transcription/translation factors promote translation. Furthermore, the miRNAs binding to mRNA
causes its cleavage or translation inhibition. Phosphorylated protamines are bound to specific lamine
binding receptor (LBR) identified in nuclear fibrous lamina shortly after protamine synthesis and
before binding to the DNA. In turn, the dephosphorylated protamines are liberated from LBR and
progressively replace the transition proteins.

Key word: spermatozoa, chromatin, DNA, protamin, transcription, translation

WSTEP

Defekty genoéw kodujacych protaming 1 (PRM1) i 2 (PRM2), uposledzony
proces regulacji transkrypcji tych genow i translacji biatek protaminowych (P1, P2)
staja si¢ przyczynami zaburzen przebiegu spermatogenezy [21, 22, 24, 26, 50, 77].
W efekcie tych zmian moze dochodzi¢ do nieprawidtowej iloSci i stosunku
transkryptow obu protamin, dalej do deprotaminacji, nieprawidtowej kondensacji
chromatyny i obnizenia integralno$ci genomu plemnikéw [11, 21, 36, 39].
W nastgpstwie czego moze mie¢ miejsce uposledzenie roéznicowania si¢
i dojrzewania spermatyd, szczegdélnie materiatu genetycznego, CO bedzie
prowadzilo do zaburzen =zaptodnienia i rozwoju zarodka a niekiedy do
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spontanicznych, czesto nieuzasadnionych poronien [4, 6, 13, 32, 66, 72, 76, 84].
Stad tez zmiany w obrgbie gendw, transkryptow i bialek protaminowych
postrzegane s3 jako molekularne markery nieplodnosci meskiej, bedace
czynnikami predykcyjnymi [1, 10, 14, 45, 56, 80, 85].

Pojedyncze zmiany nukleotydéw w genie protaminy 1 i 2 wykryto u pacjentow
ptodnych i nieptodnych, z prawidlowymi lub nieprawidlowymi parametrami
plemnikéw [2, 5, 24, 27, 28, 86, 87]. Z kolei rdznice w zawartosci, a w efekcie inne
warto$ci stosunku transkryptow P1 i P2, zaréwno w ejakulowanych plemnikach,
jak i w spermatydach pochodzacych z biopsji, stwierdzono pomigdzy m¢zczyznami
z prawidlowg 1 nieprawidlowa spermatogeneza oraz pomigdzy plodnymi
i nieptodnymi pacjentami [3, 4, 14, 45, 56, 80]. Ponadto, r6zng ekspresj¢ genéw
protamin identyfikowano w ruchliwej i nieruchliwej frakcji plemnikow [37].
Zmiana zawarto$ci transkryptow protamin dotyczy przewaznie protaminy 1.
Zwickszong zawartos¢ mRNA dla tego biatka wykryto u pacjentéw z azoospermig
nieobstrukcyjng (brak plemnikéw w ejakulacie niezwigzane z przyczynami
anatomicznymi) i z prawidtowa spermatogeneza, w przeciwienstwie do mezczyzn
z azoospermig obstrukcyjng (brak plemnikéw w ejakulacie zwigzane
z przyczynami anatomicznymi) i z prawidtlowag spermatogeneza, ktorzy stanowili
grupe kontrolng [77]. Wyzszy stosunek transkryptow obu protamin (1:4)
identyfikowano u nieptodnych pacjentow z azoospermig obstrukcyjna, u ktorych
stwierdzono zaburzong spermatogenez¢ Oraz u mgzczyzn z oligozoospermig
(zaburzeniem liczby plemnikow; 1:1,7), w poréwnaniu do mezczyzn odpowiednio
Z azoospermig obstrukcyjng, ale z prawidtowa spermatogenezg (1:3,2), badz
mezczyzn z normozoospermig (1:1) [80]. Efektem wymienionych zmian moze by¢
nieprawidlowy stosunek biatek P1/P2. U pacjentéw, u ktorych stwierdza sig¢
obnizong zawarto$¢ biatka P1 i P2 identyfikuje si¢ takze wzrost MRNA dla obu
protamin, np. u badanych ze stosunkiem P1/P2 <0,8 obserwowano wzrost
zawartosci transkryptow dla protaminy 1, co moglo sugerowac zaburzenia regulacji
translacji protaminy 1 [3].

U mgzczyzn z prawidlowymi parametrami nasienia stosunek P1/P2 moze
wystepowa¢ w zakresie 0,54-1,43 [50]. Z licznych doniesien wynika jednak, ze
u ptodnych me¢zczyzn stosunek P1/P2 miesci si¢ z reguly w granicach jedno$ci
i niewiele powyzej/ponizej (np. 0,98 + 0,12; 1,01 + 0,15; 1,06 = 0,01; 0,8-1,2),
natomiast u nieplodnych i/lub 2z obnizonymi parametrami plemnikow
zdecydowanie wzrasta (np. 1,23 £+ 0,65; 1,58 £ 0,24; 1,50 £ 0,05; 3,00 + 2,84), jak
réwniez moze ulega¢ znaczacemu obnizeniu (<0,8) [11, 12, 24, 56]. Z kolei
u palaczy stosunek obu protamin istotnie sie zwieksza (1,34 + 0,46) w porownaniu
do mezczyzn niepalacych (1,11 + 0,20). Ponadto w grupie palacych wzrasta
w nasieniu odsetek form niedojrzatych plemnikéw (70,8 + 12,52) z zaburzona
miedzy innymi kondensacjg chromatyny (ocena w mikroskopie elektronowym
transmisyjnym) w stosunku do mezczyzn stanowigcych grupe kontrolng (48,83 +
13,93) [16, 23]. W przypadku mg¢zczyzn nieptodnych lub z obnizong ptodnoscia
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zarazonych Chlamydia trachomatis i Mycoplasma identyfikuje si¢ takze zmiany
ultrastrukturalne chromatyny plemnikow [20].

RYCINA 1. Ocena chromatyny ejakulowanych plemnikéw ludzkich. A, C — plemniki barwione
chromomycyng A3 — CMA3 (stgzenie koncowe 0,25 mg/mL), fluorochrom CMA3 wiazacy si¢
specyficznie z sekwencjami bogatymi w GC pozwala na ocen¢ stopnia protaminacji DNA
plemnikow; komorki z obnizong iloScig protamin emituja jaskrawozielong fluorescencje (CMA3-
pozytywne, strzalki biale), natomiast z prawidlowa protaminacja wykazujg tylko staba, zielong
fluorescencje (CMA3-negatywne, strzatki czerwone); kontrola pozytywna (A) z wykorzystaniem
DTT (ditiotreitol, stezenie koncowe 5 mmol/L), proba badana (C) [32, 55, 65, 71]; E, F — przekroj
przez gtéwki plemnikow z nieprawidtowa ultrastruktura chromatyny; ziarnista, o niskiej gestosci
elektronowej chromatyna z widocznymi jasnymi obszarami (gwiazdka); nieprawidtowy, pofatdowany
i odseparowany od jadra plemnika akrosom (strzatka niebieska), resztkowa cytoplazma otaczajaca
gtéwke plemnika (strzatka czarna). A, C — mikroskop fluorescencyjny, B, D — mikroskop
kontrastowo-fazowy (BX 41; Olympus Optical Co., Ltd., Tokio, Japonia); E, F — mikroskop
elektronowy transmisyjny (JEM-1200 EX; JEOL, Ltd, Tokio, Japonia)

FIGURE 1. Assessment of ejaculated human sperm chromatin. A, C — chromomycin A3 — CMA3-
stained spermatozoa, CMA3 fluorochrome specific for GC-rich sequence is known to reveal the
deficiency of sperm DNA protamination (terminal concentration 0,25 mg/mL); protamine deficient
cells emit bright green fluorescence (CMAS3-positive, white arrows), protamine rich cells emit only
dull green fluorescence (CMAS3-negative, red arrow); positive control (A) with DTT (dithiothreitol,
terminal concentration 5 mmol/L), examined sample (C) [32, 55, 65, 71]; E, F — section through the
sperm head with abnormal chromatin ultrastructure; granular chromatin with low electron density and
pale areas (asterisk); abnormal, folded and separated from sperm nucleus acrosome (blue arrow),
residual cytoplasm surrounding sperm head (black arrow). A, C — fluorescent microscope, B, D —
contrast-phase microscope (BX 41; Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan); E, F — transmission
electron microscope (JEM-1200 EX; JEOL, Ltd, Tokyo, Japan)
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Ocen¢ protaminacji chromatyny plemnikow, za pomoca fluorochromu
chromomycyny A3 (CMAS3, EX/Em — dtugos¢ fali wzbudzenia/dtugo$é fali emisji
— 450/570 nm; ryc. 1), przeprowadzono u mgzczyzn nieptodnych [14, 39],
pacjentow z obstrukcyjng azoospermig, oligoastenoteratozoospermia (jednoczesne
zaburzenie liczby, ruchliwosci i1 morfologii plemnikéw), oligozoospermia
(zaburzenie liczby plemnikow), astenozoospermia (zaburzenie ruchliwo$ci
plemnikow) lub oligoastenozoospermia  (jednoczesne zaburzenie liczby
i ruchliwoséci plemnikow) [40, 54, 60, 63, 65]. Czesto wykazuje si¢ ujemne
korelacje pomiedzy zaburzeniami kondensacji chromatyny plemnikow, a wynikami
standardowej oceny seminologicznej. Podkre§la si¢ takze, iz omawiane
nieprawidtowo$ci  struktury materialu genetycznego moga by¢ powigzane
z chorobg nowotworowg (np. choroba Hodgkina — ziarnica ztosliwa), leczeniem
nowotworow gonady meskiej (np. stosowanie chemioterapii), wystgpowaniem
zylakéw powrodzka nasiennego, stylem zycia oraz z wiekiem mezczyzn [23, 52, 53,
55, 60, 73]. Ponadto, w badaniach doswiadczalnych wykazano nieprawidtowosci
struktury chromatyny plemnikow szczuréw z eksperymentalnym uszkodzeniem
rdzenia kregowego [83].

Tym wszystkim zmianom moga towarzyszy¢ przetrwate nacigcia materiatu
genetycznego, jako pozostatos¢ po zaburzeniach zwigzanych z wbudowywaniem
protamin do DNA [21, 23, 39, 40, 64, 72]. Upo$ledzona protaminacja i dalej
kondensacja chromatyny manifestuje si¢ na poziomie ultrastrukturalnym. W takich
przypadkach niska gestos¢ elektronowa, ziarnista substruktura i jasne wakuole na
terenie chromatyny widoczne sa w jadrze plemnikoéw ocenianych w mikroskopie
elektronowym transmisyjnym (ryc. 1) [59]. Takie zmiany sa wyrazem
niedojrzalo$ci materialu genetycznego 1 $wiadcza o wyraznym defekcie
roznicowania okragtej spermatydy w spermatyde wydtuzong [11, 56].

REGULACJA TRANSKRYPCJI | TRANSLACJI PROTAMIN

Ekspresja nukleoprotein — biatek przejsciowych i protamin — regulowana jest
na etapie transkrypcji oraz translacji. Procesy transkrypcji i translacji sa $cisle
skorelowane z réznicowaniem si¢ okraglej spermatydy w wydtuzong. Transkrypcja
gendéw protaminy 1 i 2 ma miejsce podczas mejozy w spermatocytach i jest
kontynuowana podczas spermiogenezy w okragtych spermatydach. Zanim dojdzie
do syntezy protamin niezbg¢dne jest stabilizacja ich transkryptow, gdyz zapobiega
to ich przedwczesnej degradacji. W okragtych spermatydach stopien kondensacji
chromatyny i rodzaj biatek w niej wystepujacych (histony jadrowe), nie sprzyja
wbudowywaniu bialek protaminowych. Unikalna kondensacja chromatyny
wymaga odpowiedniej sekwencji zdarzen molekularnych. Proces translacji
protamin ma miejsce dopiero w wydtuzajacych si¢ spermatydach, w ktérych
intensywny proces przebudowywania chromatyny zwigzany jest z wymiang
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specyficznych histonéw jadrowych na biatka przejSciowe, a te ostatnie z kolei
wymieniane sg na protaminy [11, 30, 53, 79, 88, 92].

Metylacja DNA i wiagzanie czynnikow transkrypcyjnych reguluja
transkrypcje genu PRM1 i PRM2

Transkrypcja jest regulowana poprzez metylacjc DNA oraz wigzanie
czynnikéw transkrypcyjnych (ang. trans-acting factors) do specyficznych
sekwencji promotorowych — kasety TATA, sekwencji CRE (ang. cCAMP-Response
Element) oraz innych sekwencji DNA [7, 30, 57, 62, 78, 90]. Gen biatka
przejsciowego 2 (TP2) oraz geny protamin sg potozone w obrebie DNA
podlegajacego silnej metylacji. Proces ten i zwigzana z nim aktywno$¢
transkrypcyjna  wspomnianych genow, wydaje si¢ by¢ duzo bardziej
skomplikowany w komoérkach haploidalnych w poréwnaniu do komorek
somatycznych. Metylacja dotyczy kofca 5° genéow obu protamin, a jego
demetylacja jest $ciS§le powigzana z dzialaniem czynnikéw transkrypcyjnych.
Wzmozona demetylacja sekwencji promotorowych genow plemnikowych
nukleoprotein powoduje podwyzszenie ich transkrypcji. Stad tez, w okraglych
spermatydach stwierdza si¢ podwyzszong zawarto$¢ metylowanej cytozyny na
koncu 5’ w poréwnaniu do wydluzonych spermatyd, co wskazuje na zwigkszajaca
si¢ ekspresje omawianych gendéw podczas spermiogenezy. Niewatpliwie jest to
powigzane =z procesem protaminacji i silnej kondensacji chromatyny
dojrzewajacych spermatyd [74].

Wilasciwemu faczeniu sie¢ czynnikéw transkrypcyjnych do sekwencji
promotorowych towarzyszy tworzenie kompleksu transkrypcyjnego polimerazy
RNA Il. Pierwszym etapem sktadania tego kompleksu jest przytaczenie sig¢
podstawowego czynnika transkrypcyjnego TFIID do sekwencji TATA. Czynnik
ten zawiera biatko TBP (ang. TATA-Binding Protein) wiazace si¢ z sekwencja
TATA oraz biatka typu TAF (ang. TBP-associated proteins — TAF;s, m.in. TFIIA,
TFIIB), ktore mogg regulowac transkrypcje, wptywaé na modyfikacj¢ chromatyny
oraz uczestniczy¢ w naprawie DNA (ryc. 2). Czynnik transkrypcyjny TFIIA
wplywa na regulacje ekspresji gendéw poprzez promowanie wigzania TBP
i indukcj¢ zmian konformacyjnych kompleksu inicjujacego transkrypcje. Ilos¢ TBP
we wczesnych haploidalnych komorkach germinalnych jest wigksza niz
w komorkach somatycznych. Czynniki wigzace si¢ z polimerazg Il RNA moga
wystepowaé w postaci roznych specyficznych izoform (ang. testis specific
isoform), np. izoforma TFIIA jako ALF lub TFIIAt. Nalezy zwroci¢ uwage, ze
w przypadku  komoérek  germinalnych, zaréwno zawarto$¢  czynnikow
transkrypcyjnych, jak i ich izoformy sa zdecydowanie réozne w poréwnaniu do
komorek somatycznych [41, 42, 67, 74].

Czynnik TFIIA oraz niektore TAF z kompleksu TFIID wchodzg w interakcje
z czynnikiem transkrypcyjnym CREM (ang. cAMP-Response Element Modulator
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protein) odgrywajacym istotng rolg¢ w rdznicowaniu si¢ okraglej spermatydy
w wydtuzona, a zatem wpltywajacym zdecydowanie na mgska ptodnosé. Czynnik
ten wiaze si¢ do sekwencji CRE, stanowiacej czgs¢ promotorowa licznych genow
odpowiedzialnych za prawidtowy przebieg spermatogenezy. Nalezy podkreslic, ze
sekwencja ta rozpoznawana jest przez specyficzne czynniki transkrypcyjne
regulujace prawidtowa ekspresje genow [8, 15, 26, 46, 62, 78, 90]. Dodatkowo,
Nanassy i Carrell [49] wykazali istnienie silnej zalezno$ci pomig¢dzy metylacja
sekwencji promotorowej wigzacej CREM, a nieprawidlowa protaminacja
chromatyny oraz oligozoospermia.

Polimeraza Il RNA

RYCINA 2. Tworzenie si¢ kompleksu transkrypcyjnego w meskich komorkach rozrodczych.
Sekwencja CRE (ang. cAMP-response element) i sekwencja TATA — czg$¢ promotorowa gendw.
TFIID — podstawowy czynnik transkrypcyjny zawierajacy TBP (ang. TATA-Binding Protein) oraz
TFIIA (ang. TBP-associated protein). Czynnik CREM (ang. cAMP-Response Element Modulator
protein) rozpoznaje sekwencje CRE i wchodzi w interakcje z TFIIA. Aktywatory CREM: cAMP
i ACT. Polimeraza Il RNA — wlasciwy enzym dokonujacy transkrypcji genu; wg Sassone-Corsi [67]
— zmodyfikowane, (szczegoty w tekscie).

FIGURE 2. Formation of transcriptional complex in the male germ cells. CRE sequence (CAMP-
response element) and TATA sequence — part of gene promoter. TFIID — basic transcriptional factor
containing TBP (TATA-binding protein) and TFIIA (TBP-associated protein). CREM factor (CAMP-
response element modulator protein) recognizes CRE sequence and interacts with TFIIA. Activators
of CREM: cAMP and ACT. RNA polimerase Il — proper transcriptional enzyme; according to
Sassone-Corsi [67] — modified, (for details see text)

Aktywacja CREM w obecnosci CAMP powoduje jego fosforylacjg.
Alternatywnie jest on aktywowany przez tkankowo-specyficzny koaktywator ACT
(ang. LIM-domain family proteins, LIM-only protein), wystepujacy jedynie
w meskich komérkach rozrodezych. Czynnik CREM moze wystepowaé w rdéznych
izoformach, aktywujacych lub hamujacych ekspresje genéw podczas
spermatogenezy [7, 8, 15, 29, 47, 57]. U mezczyzn z zaburzeniami
spermatogenezy, przejawiajacych si¢ zatrzymaniem dojrzewania okraglych
spermatyd, stwierdza si¢ obnizony lub catkowity brak jednej z izoform CREM
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(CREM-1), co moze by¢ przyczyng idiopatycznej nieptodnosci [38, 78, 89]. Z kolei
w badaniach  doswiadczalnych przeprowadzonych na  transgenicznych,
pozbawionych biatka CREM myszach, wykazano catkowity brak dojrzatych form
plemnikow w ejakulacie [93]. Ponadto u myszy z nokautem ACT (act/)
zaobserwowano zdecydowane obnizenie funkcjonalnych i morfologicznych
parametrow plemnikéw najadrzowych. Stwierdzono zmniejszong koncentracje,
ruchliwo$¢ oraz drastyczne zmiany morfologiczne plemnikéw, prezentujacych
wyrazne cechy niedojrzato$ci (nadmiar resztkowej cytoplazmy zawierajacej
zawinigte wstawki i witki, deformacje jadra i akrosomu) [34]. Z kolei u mezczyzn
ze zidentyfikowang azoospermig lub cigzka oligozoospermig wykazano liczne
zmiany polimorficzne w genie ACT.

KONFORMACJA PETLI PROMUJACA
TRANSKRYPCJE GENOW DOMENY - TRANSKRYPCJA WYCISZONA

y.
MACIERZ JADROWA
4

RYCINA 3. Model regulacji transkrypcji wielogenowej domeny PRM1—PRM2—TNP2 zawierajacej
odpowiednio locus dla genu protaminy 1 i 2 oraz bialka przejsciowego 2 w spermatocytach
pachytenowych. A — zwigzanie obszarow MAR (ang. specific-haploid Matrix Attachment Regions),
zlokalizowanych po obu stronach domeny, do macierzy jadrowej promuje konformacje petli domeny
sprzyjajacej transkrypcji genéw; B — brak wigzania MAR z macierza jadrowa skutkuje zmiang
konformacyjna wyciszajaca ekspresje genow domeny; wg Matrins i wsp. [43] — zmodyfikowane,
(szczegoty w tekscie)

FIGURE 3. Model of transcriptional regulation of multigenic PRMI1—PRM2—TNP2 domain
containing protamine 1, 2 and transition protein 2 loci respectively, in pachytene spermatocytes. A —
attachment of MARs (specific-haploid matrix attachment regions) flanking at both sides of the
domain to the nuclear martrix propagate trascriptionally potentiated state of the loop domain; B — the
absence of the attachment of MARs to the nuclear matrix result in transcriptionally silenced state of
the domain; according to Matrins et al. [43] — modified, (for details see text)
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Bialka macierzy jadrowej moga regulowac ekspresj¢ genow protamin

Istotng rol¢ w konformacji materiatu genetycznego plemnika odgrywa macierz
jadrowa. Tréjwymiarowa organizacja chromatyny meskiej komorki rozrodczej
okresla jej potencjalne mozliwosci do zaptodnienia komoérki jajowej, jak rowniez
wplywa na prawidtowy rozwoéj zarodka [17, 61, 68, 69, 88, 92]. Ustalono, ze
macierz jadrowa obok funkcji strukturalnej petni takze role funkcjonalna, bowiem
bierze udziat w ekspresji genéw, w tym protamin. Okazalo si¢, ze ludzka domena,
obejmujaca geny PRM1—-PRM2—>TNP2, na koncu 5° i 3’ ograniczona jest
obszarami odpowiedzialnymi za jej wigzanie si¢ do macierzy jadrowej — MAR
(ang. haploid-specific nuclear Matrix Attachment Regions). Zawieraja one
powtorzenia alaniny bgdace miejscami metylacji. Hipometylacja tych obszarow
umozliwia wigzanie wielogenowego locus nukleoprotein do macierzy jadrowe;j.
Zmienia to korzystnie konformacj¢ domeny PRM1—->PRM2—TNP2, ktora
rozwijajac si¢ przyjmuje ksztatt matej petli, cO umozliwia wigzanie si¢ czynnikow
transkrypcyjnych i promuje ekspresje genéw domeny (ryc. 3A). Zmiany te
dokonuja si¢ na etapie spermatocytdow pachytenowych. W przypadku braku
wigzania MAR do macierzy jadrowej powyzsza domena staje si¢ transkrypcyjnie
nieaktywna (ryc. 3B) [1, 31, 35, 43, 91]. Zatem obszar MAR odgrywa istotng role
w transkrypcji protamin, a mutacje, ktére si¢ w nim pojawiajg moga prowadzi¢ do
nieplodnosci. Zmiany takie zidentyfikowano wu nieptodnych pacjentow
z oligozoospermig [35]. Badania do$wiadczalne potwierdzity niezaprzeczalny
udziat MAR w ekspresji genéw protamin. Obnizona transkrypcja protamin miata
miejsce u transgenicznych myszy pozbawionych MAR na koncu 5° domeny
PRM1—>PRM2—>TNP2. Mutacja ta nie spowodowata jednak catkowitego
zahamowania transkrypcji, co z kolei sugerowato istotng role MAR na koncu 3’
domeny [43].

Oddysocjowanie czynnikéw transkrypcyjnych/translacyjnych
i deadenylacja transkryptow protamin reguluja ich translacje

Powstajace na etapie okraglych spermatyd pierwotne transkrypty (hnRNA)
podlegaja enzymatycznemu cigciu W okolicy 30 nukleotydu ponizej sygnatu
poliadenylowego (PCM, ang. Polyadenylation Consensus Motif, 5’AAUAAA3’),
zlokalizowanego w 3’UTR (ang. Untranslated Region). Umozliwia to przylaczenie
do wolnego konca 3’ sekwencji poli-A (ang. poly-A tail). Dodatkowo zwigzanie si¢
fosfoproteiny o masie 62 kDa (CPEB, ang. CPE-Binding phosphoprotein) do
sekwencji CPE (ang. Cytoplasmic Polyadenylation Element) promuje
poliadenylacje. Fosfoproteina zawiera dwa regiony rozpoznajace sekwencje
czgsteczki RNA (RRMs, ang. RNA Recognition Motifs) oraz dwa motywy palcow
cynkowych, umozliwiajace wigzanie fosfoproteiny do RNA (ryc. 4) [74, 75]. Do
funkcji ogona poli-A zalicza si¢ nie tylko ochrong mRNA przed przedwczesna
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transkrypcja, ale takze stabilizacje powstatych transkryptow zapobiegajaca przed
ich degradacja. Takie mRNA sg z reguly nieaktywne translacyjnie i musza
podlega¢ deadenylacji. Okazuje si¢, ze dlugo$¢ ogona poli-A w przypadku mRNA
dla biatek przejsciowych i protamin koreluje z ich aktywno$cig translacyjna.
Opisano, ze 85-95% czasteczek mRNA dla protaminy 1 i 2, posiadajacych ogon
poli-A zawierajagcy 160-180 nukleotydow adeninowych, jest translacyjnie
nieaktywnych. Podczas, gdy 80-95% transkryptéw z krotszg sekwencja poli-A,
zbudowang tylko z okoto 30 nukleotydow, jest translacyjnie aktywnych [33, 79].
Poliadenylowane  transkrypty mRNA  protamin  wraz z  czynnikami
transkrypcyjnymi/translacyjnymi i kinezynami zlokalizowane sa w strukturach
rybonukleoproteinowych — RNP (ang. Ribonucleoptotein Particles), i sa
czasteczkami translacyjnie nieaktywnymi. Transport RNP z jadra do cytoplazmy
oraz ich dojrzewanie (usuwanie czynnikow transkrypcyjnych) sa wydarzeniami
niezbednymi i umozliwiajacymi translacje (ryc. 5). Zatem, zanim dojdzie do
wlasciwego procesu syntezy biatka W wydtuzajacych si¢ spermatydach,
transkrypty przez kilka dni (blisko tydzien) sg obecne w cytoplazmie [1, 11, 12, 33,
74, 75]. Przed i w czasie translacji mRNA obu protamin podlega skracaniu
(deadenylacji). Transkrypty protaminy 1 z 0,62 kpz przycinane sa do 0,45 kpz,
natomiast protaminy 2 z 0,9 kpz do 0,7 kpz. Deadenylacja umozliwia
kowalencyjna modyfikacje RNP, prowadzaca do uwolnienia z nich czasteczek
mRNA, ktore mogg podlega¢ wiasciwej translacji [11, 79].

Za regulacje translacji odpowiadajg biatka wiazace si¢ z ogonem poli-A oraz
biatka regulatorowe oddziatujace z sekwencjg 3°UTR mRNA [1, 19, 75]. Biatka
wigzace si¢ z poli-A, wystepujace w roéznych izoformach (PABP, ang.
Polyadenylate Binding Protein: PABP1, PABP2, PABPt), w istotny sposob
regulujg translacje. Chronig transkrypty mRNA przed degradacja (deadenylacjg) do
momentu usuni¢cia represji translacji oraz same stanowia czynnik hamujacy
translacje¢ (ryc. 5). Zatem, przytaczenie PABP do konca sekwencji poli-A stanowi
ochrone czasteczki przed skracaniem ogona poliadenylowego [11]. Jednym
z najlepiej poznanych biatek wigzacych si¢ do sekwencji poli-A jest biatko o masie
70kD — PABPl. Liczba czasteczek PABP1-mRNA wzrasta w komorkach
germinalnych wchodzacych w mejoze | jest dziesieciokrotnie wyzsza
w porownaniu do komorek somatycznych. Ich duza liczba, podobnie jak wysoka
zawarto$¢ czasteczek RNP, obserwowana jest w okraglych spermatydach, co
zwigzane jest z gromadzeniem niezbednych czynnikéw do procesu translacji (ryc.
5). Biatko wiagzace si¢ z poli-A ma zdolno§¢ migracji wzdluz ogona poli-A,
w kierunku sekwencji 3’UTR bogatej w adening i uracyl, przez co odslonicty
zostaje ogon poli-A i mozliwe staje si¢ jego skracanie [1, 12, 19, 75].

Specyficzna interakcja cytoplazmatycznych biatek represorowych majacych
zdolno$¢ wiagzania si¢ do sekwencji 3’UTR mRNA pelni istotng rolg w regulacji
translacji, degradacji oraz poliadenylacji w spermatydach. Ponadto, biatka te maja
zdolno$¢ regulacji ekspresji gendow petnigc role czynnikéw transkrypcyjnych.
Wsrod biatek oddziatujacych z regionem 3’UTR najlepiej poznanymi sa biatka
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rodziny Y-box (m.in. ang. contrin, translin, kinesin KIF 17B). Sg one niezbedne
nie tylko do opdznienia translacji, ale rowniez maja swoj udziat w transporcie RNP
do cytoplazmy [11]. Wigzanie si¢ tych biatek do sekwencji mRNA w duzej mierze
zalezy od ich wilasciwej fosforylacji, co warunkuje odpowiednig ich interakcje
z kwasem nukleinowym. Jest to mozliwe dzigki centralnej domenie CSD (ang.
Central cold Shock Domain) tych bialek. W wydtuzajacych si¢ spermatydach
defosforylacja biatlek represorowych stanowi najbardziej prawdopodobng
przyczyng ich oddysocjowania od czasteczek mRNA, ktore w ten sposob stajg si¢
podatne na translacj¢ [19, 75]. Istnieja przestanki, ze proces translacji moze
podlega¢ regulacji hormonalnej przez hormon przysadkowy — somatotroping

(hGH, ang. human Growth Hormone) [74].
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RYCINA 4. Post-transkrypcyjne modyfikacje pierwotnych transkryptow protamin (hnRNA)
przebiegajace w okraglych spermatydach. Poliadenylacja transkryptéw protamin poprzedzona jest
modyfikacjami w obrebie 3’UTR (ang. Untranslated Region): A — enzymatyczne cigcie ponizej
sygnatu poliadenylowego PCM (ang. polyadenylation consensus motif), B — zwigzanie fosfoproteiny
CPEB (ang. CPE-Binding phosphoprotein) do sekwencji CPE (ang. Cytoplasmic Polyadenylation
Element); C — przylaczenie ogona poli-A stabilizuje powstaly transkrypt i zapobiega przed jego
degradacja oraz uniemozliwia translacje; wg Steger [75] — zmodyfikowane, (szczegoty w tekscie)
FIGURE 4. Post-transcriptional modyfication of the protamine primary transcripts (hnRNA)
undergoes in round spermatids. Polyadenylation of the protamine transcript requires the changes in
the 3’UTR (untranslated region): A — enzymatic cleavage downstream of the polyadenylation signal
PCM (polyadenylation consensus motif), B — the binding of phosphoproteine CPEB (CPE-binding
phosphoprotein) to CPE sequence (cytoplasmic polyadenylation element); C — the binding of poly-A
tail stabilizes and protects the transcripts before degradation and also represses translation; according
to Steger [75] — modified, (for details see text)
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RYCINA 5. Sekwencje zdarzen prowadzace do translacji protamin podczas réznicowania si¢ okragtej
spermatydy w wydtuzona. W okraglych spermatydach pierwotne transkrypty protamin podlegaja
post-transkrypcyjnym, enzymatycznym modyfikacjom. W dalszym etapie nastgpuje formowanie si¢
czasteczek rybonukleoproteinowych (RNP) zawierajacych obok czynnikow
transkrypcyjnych/translacyjnych, stabilne transkrypty protamin z ogonem poli-A, ktére nastepnie
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wiazane sg z biatkiem PABP (ang. Polyadenylate Binding Protein), wykazujacym powinowactwo do
sekwencji poli-A bedacej integralng czeScig konca 3’UTR mRNA. W wydluzajacych sie
spermatydach migracja tego biatka wzdluz ogona poli-A powoduje jego odstonigcie i w konsekwencji
deadenylacje  transkryptow, a  takze oddysocjowanie od  mRNA czynnikow
transkrypcyjnych/translacyjnych, co umozliwia aktywacj¢ translacji [11, 19, 33, 75, 78], (szczegbty
w tekscie)

FIGURE 5. The cellular changes leading to protamine translation during differeniation of round
spermatid to elongated. Primary protamine transcripts are subjected to post-transcriptional enzymatic
modification at the level of round spermatid. In the next step ribonucleoprotein (RNP) particles
composed of the transcriptional/translational factors and stabilized protamine transcripts with poly-A
tail are formed. PABP (Polyadenylate Binding Protein) protein binds to poly-A tail localized in
3’UTR mRNA. In elongating spermatids migration of the protein along poli-A tail results in
unmasking of the tail and finally deadenylation of the transcripts as well as removal of the
transcriptional/translational factors from mRNA that promote activation of translation [11, 19, 33, 75,
78], (for details see text)

MiRNA moga regulowa¢é translacje w meskich komorkach rozrodczych

Istotng rolg w spermatogenezie odgrywaja male czasteczki RNA, o dlugosci
21-30 nukleotydow, wsrod ktorych wyroznia sig trzy typy czasteczek: siRNA (ang.
interfering RNA), miRNA (ang. microRNA) oraz piRNA (ang. piwi-interacting
RNA). Rola tych czastek polega na silnej regulacji ekspresji genow zaréwno na
poziomie post-transkrypcyjnym, jak i translacyjnym, dodatkowo majg one
znaczenie w regulacji stabilnosci czasteczek RNA [25]. Egzogenne SiRNA
(dtugosc¢ ok. 21 nukleotydow), ktore zawieraja W swojej konformacji podwajng nic
RNA nie podlegaja ekspresji w tkankach i komodrkach, maja jedynie zdolnos¢
oddziatywania z mRNA powodujac jego degradacje i/lub post-transkrypcyjne
wyciszenie genow. Z kolei piRNA (pojedyncza, endogenna ni¢ RNA zbudowana
z ok. 24-30 nukleotydow) powoduje represje retrotranspozondéw i reguluje procesy
post-transkrypcyjne. Obecno$¢ tych czasteczek identyfikuje sie w  zenskiej
i meskiej  linii  komorek  rozrodczych, szczegblnie w  spermatocytach
pachytenowych i okragtych spermatydach [25].

Czasteczki miRNA (pojedyncza, endogenna, niekodujgca ni¢ RNA zbudowana
z ok. 22 nukleotydow) zachowujg wysoki konserwatyzm wewnatrzgatunkowy
i stanowia duza, r6znorodng grupe czynnikow mogacych degradowac transkrypty
MRNA, jak rowniez hamowaé translacje. Ponadto, czasteczki te majg zdolno$é
wyciszania genow uczestniczacych w wielu procesach komorkowych roéznych
tkanek i narzadow zwigzanych z rozwojem, proliferacja, roznicowaniem, apoptoza
komorek i nowotworzeniem. Opisano wiele réznych miRNA, 672 u ludzi i 599
u myszy. Okoto 1000 miRNA obecnych jest w genomie ludzkim i mysim. Wydaje
si¢, ze miIRNA moga regulowa¢ 30% wszystkich genéw wystepujacych w ludzkim
genomie [9, 25, 44, 70]. Rozne MIRNA, bedace czasteczkami zrdéznicowanymi
tkankowo wykryto takze w gonadzie meskiej, np. miRNA-34c podlega silnej
ekspres;ji tylko w komoérkach germinalnych. W przeciwienstwie do piRNA, liczba
czasteczek miRNA w meskich komorkach rozrodczych jest znamiennie wysoka.
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Wykazano je w mysich spermatogoniach, spermatocytach pachytenowych,
spermatydach i w plemnikach. Stad tez sugeruje si¢ istotng role miRNA
w regulacji ekspresji genow w mitozie, mejozie oraz post-mejotycznych etapach
spermatogenezy. Nalezy jednak podkresli¢c, ze rola miRNA w ekspresji gendéw
uczestniczacych w spermatogenezie nie zostala w peilni wyjasniona. Niektore
z nich identyfikuje si¢ w gonadzie niedojrzatej, inne z kolei w gonadzie dojrzate;j.
Wsrod zidentyfikowanych miRNA, wymienia si¢ grupe miRNA 17-92 oraz
Mirn290-295 regulujacych proliferacj¢ i roznicowanie spermatogonii podczas
wczesnych etapow spermatogenezy. Natomiast wyzsza ekspresj¢ Minr34b
i Mirl22a stwierdzono w dojrzatych jadrach, w poréwnaniu do jader przed
okresem dojrzewania piciowego. Wskazywatoby to na wplyw tych miRNA
zwlaszcza na poOzniejsze etapy spermatogenezy zwigzane z rdznicowaniem si¢
spermatyd. Mirl22a moze powodowa¢é represj¢ transkrypcji biatka przejsciowego
2 chromatyny réznicujgcej si¢ spermatydy. Dlatego tez traktowany jest jako marker
okragtych spermatyd [9, 25, 44].

Tworzenie si¢ miRNA jest procesem ztozonym (ryc. 6). W pierwszym etapie,
W jadrze komérkowym z dlugiej czagsteczki RNA (ang. longer RNA) formujacej
strukture ,,spinki do wlosow” odcinane sa czasteczki o dlugosci ok. 70
nukleotydow, dzigki dziataniu rybonuklezy (DROSHA). Stanowia one pre-
mMiRNA. Taki RNA transportowany jest do cytoplazmy, a nastgpnie przeksztatcany
do dojrzatej czasteczki miRNA za pomoca RNazy Ill (DICER). Dojrzaty miRNA
po zwigzaniu z biatkiem AGO (biatko rodziny Agronout) tworzy kompleks RISC
(ang. miRNA-Induced Silencing Complex) majacy zdolno$¢ oddziatywania
zmRNA. Komplementarne wigzanie miRNA do mRNA, skutkuje cigciem
matrycowego RNA. Tylko kompleks RISC zawierajacy biatko AGO ma zdolno$¢
cigcia MRNA. W przypadku, gdy miRNA nie jest w petni komplementarne do
sekwencji mRNA, cigcie tego transkryptu nie bgdzie mozliwe, natomiast sam fakt
wigzania kompleksu RISC skutkuje zahamowaniem translacji (bezposrednia
inhibicja translacji mRNA). Miejscami docelowymi dla miRNA w obrebie
transkryptow mRNA sa 3’UTR lub w obrebie 5’UTR 7-metyloguanozyna. W ten
sposob miRNA pehni rolg istotnego regulatora post-transkrypcyjnego wyciszenia
genow [25, 44, 51, 81]. Sugeruje si¢, ze nieprawidlowosci podczas powstawania
miRNA moga takze przyczynia¢ si¢ do uposledzenia spermatogenezy.
Doswiadczenia  wykonane na  myszach pozbawionych genu  Dicer
charakteryzowaly si¢ nieprawidlowa morfologia wydtuzajacych si¢ spermatyd, co
wskazywato, ze nie tylko miRNA, ale takze biatko Dicer, odgrywa kluczows role
w réznicowaniu gamet [9, 25].
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RYCINA 6. Etapy tworzenia i dojrzewanie miRNA podczas spermatogenezy: (1) jadrowe cigcie
diugiej czasteczki RNA konformacji ,,spinki do wtoséw” (udziat DROSHA) i powstanie pre-miRNA,
(2) cytoplazmatyczne dojrzewanie miRNA (udzial DICER) i tworzenie liniowej czasteczki miRNA,



386 A. KAZIENKO, M. PIASECKA, A. RYMASZEWSKA, D. GACZARZEWICZ | WSP.

(3) formowanie kompleksu RISC wraz z miRNA i biatkiem AGO, (4) interakcja kompleksu RISC
z mRNA; wg He i wsp. [25], Meikar i wsp. [44] — zmodyfikowane, (szczegoty w tekscie)

FIGURE 6. Steps of the formation and maturation of miRNA molecules during spermatogenesis: (1)
nuclear cleveage of hairpin-loop-folded long RNA molecule (the role of DROSHA) and formation of
pre-miRNA, (2) cytoplasmatic maturation of miRNA (the role of DICER) and formation of linear
miRNA molecule, (3) creation of RISC complex containing miRNA and AGO protein, (4) interaction
of RISC complex with mRNA,; according to He et al. [25], Meikar et al. [44] — modified, (for details
see text)
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RYCINA 7. Procesy molekularne poprzedzajace inkorporacj¢ protamin do DNA w jadrze
wydluzajacej si¢ spermatydy. Receptor protaminowy LBR (ang. Lamin B Receptor) jest
identyfikowany w peryferycznej czeSci wewnetrznej blony otoczki jadrowej powiazanej z fibrous
lamina zawierajacej polipeptydy — laminy. Receptor ma region bogaty w argining i seryng (ang. RS
domain), odpowiedzialny za wigzanie protamin. Maskowanie domeny RS odbywa si¢ za
posrednictwem biatka p32. Jego oddysocjowanie pozwala na interakcje ufosforylowanych regionow
RS wystepujacych rowniez w protaminach. Z kolei defosforylacja protamin umozliwia ich uwolnienie
z LBR i w dalszym etapie wymiang powigzanych z DNA biatek przejsciowych (TP1, TP2) na
protaminy (P1, P2); wg Mylonis i wsp. [48] — zmodyfikowane, (szczegdty w tekscie)

FIGURE 7. Molecular processes before incorporation of protamines to DNA in the nucleus of
elongating spermatid. The protamine receptor LBR (lamin B receptor) is identified at the peripheral
part of the nuclear envelope inner membrane associated to the fibrous lamina composed of
polypeptides — lamins. The LBR contains arginine and serine rich domain (RS domain) as a docking
side for the protamines. The masking of the RS domain is mediated by p32 protein. The dissociation
of the p32 allows to interact of phosphorylated RS domains occurring also in the protamines. In turn,
protamine dephosphorylation facilitates the detachment of the protamines from LBR and the
replacement of associated to DNA transition protein (TP1, TP2) by protamines (P1, P2); according to
Mylonis et al. [48] — modified, (for details see text)
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Fosforylacja i defosforylacja protamin reguluje proces wbudowywania
tych bialek do DNA plemnikéow

Inkorporacja protamin do DNA poprzedzona jest post-translacyjng
modyfikacja tych biatek, dzigki ktorej mozliwe staje si¢ wytworzenie wysoce
skondensowanego kompleksu nukleoproteinowego. Produktem PRM1 jest dojrzata
forma biatka P1 zbudowana z 51 aminokwasow, podczas gdy protamina 2 jest
syntetyzowana w postaci peptydu prekursorowego (pre-P2) zawierajacego 103
aminokwasy. Hydroliza wigzania pomigdzy histydyng (H) i argining (R), czyli
pomig¢dzy 43 a 44 aminokwasem, umozliwia powstanie dojrzatej formy P2 [7, 11,
18, 56]. Na podstawie modelu mysiego wykazano, ze proteoliza pre-P2 zachodzi
W poznych spermatydach i moze przebiega¢ przez kilka dni. U gryzoni
i wigkszosci ssakow (ludzie, malpy waskonose: malpy cziekoksztattne i matpy
Starego Swiata — matpy zwierzoksztattne), wyrézniono dwie formy protaminy 2
(P2 i P3). Roznica pomigdzy P, i P; wynika z liczby aminokwasow w biatku (P, —
57 aminokwasy, P; — 54 aminokwasy). U niektorych gatunkow (ludzie, makaki)
wykazano obecno$¢ trzeciej formy P2 (Py) [7, 56].

Protamina 1 syntetyzowana jest w postaci dojrzalego biatka, dlatego tez
bezposrednio po pojawieniu si¢ w cytoplazmie jest fosforylowana. Natomiast P2
podlega temu procesowi dopiero po post-translacyjnych modyfikacjach. Polegaja
one na proteolitycznym usunigciu okoto 40% koncowych aminokwaséw. Regiony
podlegajace fosforylacji bogate sg w arginine i seryne (ang. RS domain). Proces ten
katalizowany jest przez specyficzne kinazy — SRPK1 (ang. serine/arginine protein-
specyfic kinase-1) i CAMK4 (ang. calcium/calmodulin-dependent protein kinase
IV) fosforylujace odpowiednio P1 i P2. Wykazano, ze wysoka aktywno$¢ SRPK1
obserwowana byla we wszystkich komodrkach germinalnych z wyjatkiem
dojrzatych plemnikéw, u ktorych dochodzi do defosforylacji protamin [1, 7, 48, 56,
58]. Istotne jest, ze jedynie ufosforylowane protaminy maja zdolno$¢ do
przejsciowego zakotwiczania sie¢ w wewnetrznej blonie otoczki jadrowej
roznicujacej si¢ spermatydy, za posrednictwem zidentyfikowanego receptora —
LBR (ang. Lamin B Receptor). Jest on zlokalizowany w obrgbie fibrous lamina
Scisle przylegajacej do btony otoczki jadrowej i zbudowanej z biatek lamin,
w ktorych zakotwiczaja si¢ petle chromatyny. Podobnie jak protaminy, LBR
w obszarze nukleoplazmatycznym (ang. nucleotidplasmic NH,-terminal domain)
zawiera on podlegajace fosforylacji sekwencje bogate w arginine i seryne (ang. RS
domain) (ryc. 7). Wymienione domeny odpowiedzialne sa za interakcje pomiedzy
LBR aprotaming. Proces wigzania si¢ protamin z LBR regulowany jest przez
komorkowe biatko p32, ktore takze $cisle wiaze si¢ z receptorem lamin w regionie
RS. W ten sposob zapobiega jego fosforylacji i jednoczes$nie blokuje miejsce
przylaczenia si¢ protamin do receptora [48, 82]. Zatem wigzanie si¢ tych biatek do
wewnetrznej blony otoczki jadrowej poprzedzone jest oddysocjowaniem p32 od
LBR. Najprawdopodobniej jest to niezb¢dne do zwigzania si¢ ufosforylowanych
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protamin ze swoim receptorem. Nalezy jednak podkresli¢, ze bezposrednio przed
laczeniem si¢ protamin z DNA zawierajacym bialka przejsciowe, odbywa sig¢
defosforylacja protamin, co umozliwia ich oddysocjowanie od receptora LBR (ryc.
7). Sugeruje si¢ zatem ze, defosforylacja protamin ulatwia wymiang biatek
przejsciowych na protaminy w wydtuzajacych sie spermatydach, a przez to
przyczynia si¢ do wzrostu stopnia kondensacji chromatyny dojrzewajacej
spermatydy [7, 11, 48, 56, 58, 82]. Ze wzgledu na to ze fosforylacja wptywa na
zakotwiczanie si¢ protamin w jadrze i stopien kondensacji DNA, zaburzenia
fosforylacji i defosforylacji tych biatek moga by¢ powigzane z nieptodnoscig lub
zaburzeniami rozrodu o charakterze idiopatycznym, majacym podtoze zmian
molekularnych, co potwierdzaja wyniki badan eksperymentalnych. Doswiadczenia
wykonane na modelach mysich, pozbawione genu Camk4 kodujacego kinazg
zalezng od kalmoduliny i wapnia, charakteryzowaly si¢ ostabiong spermatogeneza
prowadzaca do sterylnosci. Wykazano obnizong zawarto$¢ P2 i wzrost TP2, gdyz
uposledzona byta protaminacja DNA zwigzana z wymiang biatka przejsciowego 2
na protaming 2 [7, 48, 56]. Zatem, nieprawidlowa protaminacja moze by¢
powigzana nie tylko z zaburzeniami transkrypcji i translacji protamin, ale takze
z molekularnymi procesami poprzedzajacymi ich inkorporacje¢ do DNA
plemnikow.
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