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Summary

The formation of a new diploidal organism is preceded by a series of mutual interactions of haploidal gametes.
This process is very complicated and requires the prior activation of reproductive cells. Male gametes eventually
mature in the female reproductive tract, acquiring mobility and fertilization. This process takes place in two
stages. Sperms are first capacitated. This phenomenon is reversible and leads to structural, cytophysiological
and biochemical changes in the sperm plasma membrane as well as to the sperm hyperactivation. Then, due to
the contact with the zona pellucida of the oocyte, the irreversible acrosome reaction occurs. This process involves
the fusion of the sperm plasma membrane with the outer membrane of the acrosome, the release of enzymes
and exposure of the inner acrosome membrane. This enables sperm to penetrate towards the perivitelline space
and oolemma. Contact with the oocyte initiates a series of interactions leading to egg activation and the fusion
of gametes. Each of these stages involves many different factors that result in the recognition, attraction and
adhesion of reproductive cells. Knowledge about the activation mechanisms can improve the effectiveness of

supported and controlled reproduction techniques.
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Zaplodnienie to zlozony zespét interakcji oocytu
1 plemnika, prowadzacych do wytworzenia nowego
organizmu. Powstale w czasie oogenezy oraz sper-
matogenezy gamety nie sg zdolne do fuzji i wymagaja
aktywacji. W pierwszym etapie aktywowany jest
plemnik co wptywa na jego ruchliwos¢, Wiqzanie
i penetracjg oston jajowych. Zmiany te czynig gametg
zdolna do zaptodnienia i wyzwolenia kaskady reakcji
prowadzacych do aktywacji oocytu. Mechanizmy pro-
wadzace do wytworzenia zygoty interesuja naukow-
cow od wielu lat, jednakze wiele aspektow procesu
zaplodnienia pozostaje dotychczas niewyjasnionych.
Poznanie molekularnych podstaw interakcji, w tym
aktywacji komorek rozrodczych, moze dostarczy¢
lepszego zrozumienia przyczyn mep}odnosm jak tez
poprawi¢ efektywno$¢ coraz czesciej stosowanych
technik wspomaganego i kontrolowanego rozrodu
u ludzi i zwierzat (4, 10, 31, 33).

Charakterystyka gamet

Komoérka jajowa. Komorki jajowe powstaja i doj-
rzewaja w pecherzykach jajnika w procesie oogenezy.
Podczas owulacji, czyli jajeczkowania, do lejka jajowo-
du uwalniany jest haploidalny oocyt II rzedu, zwykle
w metafazie Il podziatu mejotycznego, z pierwszym
ciatkiem kierunkowym. Od zewnatrz komorke jajowa
otacza ostonka przejrzysta (zona pellucida — ZP) oraz

wieniec promienisty (corona radiata — CR) (ryc. 1A).
Ostlonka przejrzysta wytwarzana jest we wzrastajagcym
pecherzyku jajnikowym zar6wno przez oocyt, jak tez
komorki ziarniste. Miedzy nig a oolema wystepuje
przestrzen zwana okotozottkowa (perivitelline space
— PVS) (24). Ostonka przejrzysta ma grubos¢ od
1 do 27 um. Jej bezkomoérkowa struktura wykazuje
wloknisto-gabczasty charakter. Pod wzgledem che-
micznym jest ona utworzona z 3 lub 4 glikoprotein,
oznaczonych jako ZP1, ZP2, ZP3 1 ZP4. Wszystkie
cztery bialka obecne sg w ZP u cztowieka, makaka,
kotoéw, szczuréw i chomikow. U $§wini, krowy 1 psa
zidentyfikowano ZP2, ZP3 i ZP4, natomiast u myszy
ZP1,7ZP217P3 (2,4, 11, 24). Glikoproteiny ZP2 1 ZP3
sg naprzemiennie ulozone i tworza diugie filamenty,
potaczone krzyzowo ZP1. Funkcja ZP4 nie jest do
konca wyjasniona. Na podstawie wstepnych badan
prowadzonych u kotéw przypuszcza si¢, ze moze ona
bra¢ udziat w stabilizacji struktury ostonki przejrzystej
(4, 12). U wielu gatunkow zwierzat po owulacji w ZP
pojawia si¢ dodatkowo jajowodowo specyficzna gliko-
proteina 1 (oviduct-specific glycoprotein I — OVGP1)
produkowana przez komoérki wydzielnicze nabtonka
1 uwalniana do plynu jajowodowego. Jej obecnosé
wykazano takze w przestrzeni okolozottkowej oraz
w oolemie. OVGP 1 modyfikuje rozpuszczalno$¢
ostonki przejrzystej, co w konsekwencji umozliwia
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do segmentu réwnikowego
(ryc. 1C). Witka stanowi
dtuga ni¢ skladajaca sie
z szyjki, wstawki, odcinka
gtownego 1 koncowego.
W szyjce znajduje si¢ cen-
triola blizsza (proksymalna),
na ktérej zawieszone jest
wtokno osiowe (aksone-
ma), przebiegajace w osi
catej witki. Na wysokosci
wstawki aksoneme otacza
pochewka mitochondrialna,
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stad ta cze$¢ witki stanowi
zrddlo energii niezbednej do
ruchu plemnika. W odcinku
glownym wokoét wiokna
osiowego utozone sg dodat-
kowo grube wtokna obwo-
dowe 1 ostonka wloknista,
ktore wspodlnie uczestnicza
w ruchu plemnika (8, 10, 17,
22, 24, 34). W trakcie we-
drowki przez meskie drogi
wyprowadzajace prawidto-
wo wyksztalcone gamety

Ryec. 1. Schemat oocytu z oslonami jajowymi (A), budowa plemnika (B), schemat budowy

gléwki plemnika (C)

selekcje plemnikéw. Prawdopodobnie obecno$¢ tej
glikoproteiny odgrywa znaczaca rol¢ w migdzygatun-
kowych interakcjach oocyt-plemnik (25). Zewnetrznie
do ostonki przejrzystej znajduje si¢ CR. W jego sktad
wchodzi kilka poktadéw komorek ziarnistych zespo-
lonych macierzg zewnatrzkomoérkowsa, zawierajaca
gtéwnie kwas hialuronowy, fibronektyne i lamine.
CR stanowi pozostato$¢ po wzgdrku jajonosnym doj-
rzatego pecherzyka jajnikowego 1 jest niezbedny dla
rozwoju oraz odzywiania oocytu. Ponadto komorki
ziarniste produkuja progesteron, ktory odgrywa istotng
rolg¢ w procesie zaptodnienia (7, 34).

Plemnik. Haploidalne gamety meskie powstaja
w procesie spermatogenezy w kanalikach nasiennych
jadra samcow. Prawidlowo wyksztatcone plemniki
zbudowane sg z gtowki i witki. Od zewnatrz pokrywa
je biatkowo-lipidowa btona komoérkowa, ktora w gtow-
ce roznicuje si¢ na region akrosomowy, segment
rownikowy oraz okolicg podakrosomowa (ryc. 1B).
Wsrdd btonowych lipidow 70% stanowig fosfolipidy,
25% lipidy obojetne (gtéwnie cholesterol) oraz 5%
glikolipidy. Gltowka plemnika odpowiada za inte-
rakcje gamety z jajem. Zasadniczym jej elementem
budulcowym jest jadro komdrkowe ze skondensowang
chromatyng. Przedni biegun jadra otacza akrosom,
zawierajacy enzymy niezbedne do penetracji ostonki
przejrzystej. Blona akrosomowa zrdéznicowana jest na
btong zewngtrzng przylegajaca do btony komorkowe;
plemnika i1 blong wewnetrzng potozong w sgsiedztwie
otoczki jadrowej. Tylna cze$¢ akrosomu dochodzi

dojrzewaja. Nieruchome
plemniki z jadra przesuwa-
ne s3 w kierunku najadrza, gdzie podlegajg licznym
przemianom strukturalnym. Ich btony komorkowe
zostaja wzbogacone w duzg 1lo$¢ cholesterolu. Ponadto
gamety meskie nabywajg zdolnosci do ruchu, jednak-
ze lepka wydzielina najadrza hamuje ich ruchliwos¢.
W drogach wyprowadzajacych ukladu rozrodczego
samca plemniki nie sg jeszcze zdolne do zaptodnienia.
Niezbedna jest ich aktywacja zachodzaca w drogach
rodnych samicy (3, 7).

Aktywacja plemnikow

Proces aktywacji gamet meskich w drogach rodnych
przebiega dwuetapowo. W pierwszej fazie nastepuje
odwracalna kapacytacja, czyli uzdatnianie, czynigca
plemniki zdolnymi do zaptodnienia. W drugiej kolej-
no$ci zachodzi nieodwracalna reakcja akrosomowa,
ktéra umozliwia penetracj¢ ostonki przejrzystej oocytu
1 fuzje gamet (ryc. 2) (4, 7, 10, 19, 22, 24, 33, 34).

Kapacytacja. Podczas kopulacji ruchliwe plemniki,
w ogromne;j ilo$ci, wprowadzone s z plazma nasienia
do pochwy lub macicy, gdzie moga przetrwaé od 3 do
5 dni. Nastepnie gamety kierujg si¢ w strone banki ja-
jowodu, czyli miejsca spotkania z oocytem. Wedréwke
plemnikéw wspomagaja skurcze btony sluzowej maci-
cy, ktore w okresie okoloowulacyjnym sg najsilniejsze.
W drogach rodnych zachodzi selekcja plemnikow m.in.
przy udziale reaktywnych form tlenu (ROS) produ-
kowanych przez leukocyty uktadu odpornosciowego
samicy. ROS powoduja uszkodzenie niedojrzatych
i nieprawidlowo wyksztatlconych plemnikow. Selekcja
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oocyt

dokomoérkowym napty-
wem jondow wapniowych.
Utrzymanie odpowiednie-
go wewnatrzkomoérkowego
poziomu tych jonow jest
niezbedne dla prawidlowe-
go przebiegu kapacytaciji.
Uzdatnianie obejmuje takze
réznego rodzaju przemiany
biochemiczne, wsrod kto-
rych kluczowa role pehni
fosforylacja aminokwasow
plemnika, np. seryny, treoni-
ny i tyrozyny. Szczeg6lnie
istotna dla procesu kapa-
cytacji jest fosforylacja
tyrozyny, ktorg stymuluje
migdzy innymi OVGP1, co
wykazano u wielu gatunkow
ssakow (myszy, dzika, byka,
chomika, psa, cztowieka) (3,
19, 24, 25, 27).

Ryec. 2. Fazy penetracji plemnika przez oslony jajowe, I — penetracja wiefica promienistego
(CR), II — wiazanie z oslonka przejrzysta (ZP), III — reakcja akrosomowa i penetracja ZP,

IV — przej$cie plemnika do przestrzeni okolozéltkowej (PVS)

znacznie zmniejsza liczbe gamet meskich docieraja-
cych do miejsca zaptodnienia. U knura w ejakulacie
znajduje si¢ okoto 8 miliardow plemnikdéw, a jedynie
okoto 1000 dociera do banki jajowodu (7, 10, 13, 22).

Podczas wedrowki w kierunku banki jajowodu plem-
niki ulegaja kapacytacji, czyli uzdatnianiu. U myszy
trwa to okoto 1 godziny, a u krolika i cztowieka od 5 do
6 godzin. Proces ten jest odwracalny i przygotowuje
plemnik do kontaktu z komorka jajowa w bance jajo-
wodu. Uzdatnianie polega na odpowiednim przygoto-
waniu btony komorkowej gamet meskich do przejscia
nieodwracalnej reakcji akrosomowej. W tym czasie,
przy udziale substancji obecnych w drogach rodnych,
w plemniku zachodza dynamiczne i kaskadowo poste-
pujace zmiany strukturalne, cytofizjologiczne i bioche-
miczne (3, 7, 22, 24, 30). W plazmolemie gamet mg¢-
skich dochodzi do reorganizacji sktadu chemicznego.
Przy udziale albumin usuwany jest cholesterol i inne
sterole oraz dochodzi do obnizenia zawarto$ci kwasu
sjalowego, gangliozydow i trojglicerydow. Hydrolazy
rozktadaja natomiast sulfoglicerolipidy oraz sialogli-
koproteiny pochodzace z najadrza. Ponadto zwicksza
si¢ stosunek nienasyconych kwasow thuszczowych
do nasyconych. Réwnoczesnie zanikajg rozne biatka
powierzchniowe oraz reszty cukrowe. W efekcie tych
przemian zwigksza si¢ ptynnos¢ i1 destabilizacja pla-
zmolemy oraz odstonigte zostaja btonowe receptory
wigzace biatka ostonki przejrzystej oocytu (1, 9, 15,
19, 34). Dodatkowo w btonie komorkowej plemnika
zachodza zmiany cytofizjologiczne, co manifestuje si¢
spadkiem potencjatu btonowego. To skutkuje ucieczka
jonow K* z komorki i powolnym oraz stopniowym,

Zjawiskiem czynnoscio-
wym obserwowanym pod-
czas uzdatniania jest hiper-
aktywacja plemnika. Ma
ona zwigzek hiperpolaryzacja btony komodrkowej
oraz dokomorkowym napltywem jonow Ca*'. Istotng
role przypisuje si¢ aktywnosci specyficznych kanatow
wapniowych (cation channel of sperm — CatSper),
a takze rodzinie receptoréw przejsciowego potencjatu
(transient receptors potenctial — TRPs). TRPs naleza
do nieselektywnych kanaléw wapniowych, regulu-
jacych naplyw jondéw wapnia do komorki, jak tez
uwalnianiu ich z Wewnqtrzkomokowych magazynow
(6 20, 24, 28). Hyperaktywacja przeJaW1a su; wWzmo-
zona ruchhwosmq plemnika, przy réwnoczesnej utracie
postepowego charakteru ruchu. Plemniki poruszajg si¢
po zakrzywionym torze. Zwigksza si¢ cz¢stotliwos¢
uderzenia 1 sity pchania witki. Ponadto zmniejsza si¢
ilo$¢ ruchow obrotowych wzdtuz dlugiej osi gamety
meskiej. Temu towarzysza gwattowne zmiany kierun-
ku i duza amplituda bocznych wychylen giowki (29,
31, 33).

Proces kapacytacji zachodzi nie tylko przy udziale
substancji obecnych w drogach rodnych, ale takze
czynnikow plazmy nasienia. Ptyn pecherzykow na-
siennych stanowi odpowiednie srodowisko niezbgdne
do przemieszczania si¢ plemnikéw w kierunku banki
jajowodu. W jego sktad wchodza aktywatory ruchu
gamet bedace zrodlem energii, takie jak fruktoza i kwas
cytrynowy. Ponadto obecne sg w nim prostaglandyny
hamujace odpowiedz’ immunolo gicznq uktadu rozrod-
czego samicy (19, 36). W plazmie nasienia wystepuja
takze czynniki dekapacytacyjne, umemozllwquce
przedwczesng kapacytacje. Wsrod nich wyroznia si¢
autoantygen pecherzykow nasiennych (seminal vesicle
autoantigen — SVA), biatko sekrecyjne 2 pecherzykow
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nasiennych (seminal vesicle secretion 2 — SVS2) oraz
czynnik dekapacytacyjny (decapacitation factor — DF)
(1,14,16,19). SVS2 jest homologiem ludzkiej semen-
geliny. Zwiazki te po ejakulacji wytracajg si¢ w ma-
cicy 1 redukujg zdolnos$¢ plemnikéw do zaptodnienia,
faczac si¢ z ich gtowkami 1 zapobiegajac fosforylacji
tyrozyny (16, 21). DF jest glikoproteing, ktora wig-
ze si¢ z btonowym glikozylofosfatydyloinozytolem
obecnym w gldwce plemnika za akrosomem. Czynnik
ten pobudza aktywno$¢ bfonowe; Ca**-ATP-azy, ktora
usuwa jony wapnia na zewnatrz komorki. Innym re-
ceptorem dla czynnika dekapacytacyjnego obecnym
na powierzchni plemnika jest inhibitor kinazy Raf-1
(raf kinase inhibitor protein — 1 — RKIP-1) (19, 23).

Do momentu owulacji zdolne do zaptodnienia
plemniki sg zwigzane z nablonkiem blony Sluzowe;j
cie$ni jajowodu. Pod wptywem progesteronu, ktorego
stezenie wzrasta po owulacji, hiperaktywne plemniki
uwalniajg si¢ 1 wedrujg w kierunku banki jajowodu.
Kierunek ruchu gamet meskich wyznacza gradient
stezen tego hormonu. Progesteron oddzialuje na blony
komorkowe plemnika, wywolujac lokalng zmiang me-
tabolizmu komorki, co wyzwala aktywny ruch gamety
w kierunku dojrzatego oocytu (22, 29, 30, 33).

Reakcja akrosomowa. Po kapacytacji plemniki
wchodza w ostatni etap aktywacji umozliwiajacy im
interakcje z ostonami jajowymi, a nast¢pnie z oolema.
W pierwszej fazie dochodzi do kontaktu gamet me-
skich z CR, co obserwuje si¢ u wickszosci gatunkow
zwierzat. Penetracja przez warstw¢ komorek ziarni-
stych odbywa si¢ przede wszystkim za posrednictwem
btonowego biatka PH-20 (SPAM 1 — sperm adhesion
molecule) gtowki plemnika u wielu gatunkow zwierzat.
Bialko to wykazuje aktywno$¢ hialuronidazy, ktora
rozktada kwas hialuronowy macierzy zewnatrzkomor-
kowej zespalajacej komorki CR (18). Wsrod innych
biatek umozliwiajacych penetracje CR wyroznia si¢
B-galaktozydaze oraz arylosulfatazg A, ktora posia-
da powinowactwo do siarczanu chondroityny (32,
35). Po przejsciu przez CR plemnik dociera do ZP,
co indukuje w nim reakcje akrosomowa. Proces ten
wyzwala polaczenie specyficznych receptorowych gli-
koprotein obecnych na powierzchni gtowki plemnika
ze swoistymi glikoproteinami ZP, jak tez progesteron
stanowigcy dodatkowy czynnik indukujacy. U wielu
gatunkow ssakow reakcje akrosomowg indukuje ste-
zenie progesteronu na poziomie 0,3 pg/ml. Taka jego
ilos¢ wystepuje w ptynie jajowodowym krotko po
owulacji. Hormon ten inicjuje w plemniku przejsciowy
1 dokomoérkowy naptyw jonéw wapnia do poziomoéw
progowych niezbednych do wyzwolenia reakcji akro-
somowej po potaczeniu z ZP (7, 8, 33).

Reakcja akrosomowa przebiega w kliku etapach.
W pierwszej fazie tworzy si¢ malo trwate wigzanie
z udziatem ZP3 ostonki przejrzystej. Glikoproteina
ta rozpoznawalna jest przez szereg réznych biatek
btonowych plemnika, tj: -1-4-galaktozylotranserazag
(GalTase) 1 biatko p95 zidentyfikowane u wielu gatun-
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koéw zwierzat, biatko SP56 u myszy 1 cztowieka oraz
spermadhezyny obecne u psa, $wini i konia (2, 5, 8,
19, 24). Na skutek potaczenia plemnika z ZP3 zmienia
si¢ konformacja bialek receptorowych. Nastepuje akty-
wacja roznych wewnatrzkomorkowych szlakoéw przy
udziale np. fosfataz, kinaz tyrozynowych, fosfolipazy
C oraz biatek G. Prowadzi to do otwarcia kanatoéw wap-
niowych i naptywu jonow Ca*" do wngtrza komorki.
W skutek tego dochodzi do inaktywacji Na™-K*-ATP-
-azy 1 dokomoérkowego naptywu jondw sodu, a takze
wyptywu z komorki jonéw H*. Ponadto progesteron
aktywuje kanaly odpowiedzialne za dokomoérkowy
napkyw jonow CI, co wigze si¢ z dalej z wnikaniem jo-
néw HCO Oplsane zmiany przepuszczalnosci jondw
prowadzq w konsekwencji do wzrostu pH wewnatrz
plemnika. Wyzwala to aktywacje kanatow CatSper
i dalszy dokomoérkowy naptyw jonow Ca*'. Ponadto
otwierajg si¢ kanaly KSper (K" channel of sperm),
ktorymi jony potasu usuwane sg na zewnatrz komorki.
Wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia jondw wapnia
aktywuje kalmoduling oraz kinaz¢ kalmodulinowa, co
przyczynia si¢ do zwigkszonej produkcji ATP 1 fos-
forylacji biatek. Ponadto neutralizuja one fadunek
od wewnatrz btony komoérkowej plemnika oraz od
zewnatrz btony zewnetrznej akrosomu, utatwiajac ich
fuzje¢. Aktywacja przy udziale jonow Ca** fosfolipazy
A2 przyczynia si¢ natomiast do przebudowy bton
komorkowych na skutek rozktadu fosfolipidow i uwol-
nienia kwasu arachidonowego oraz lizofosfolipidow.
W wyniku wigzania fosfolipidow i ich fazowego roz-
dziatu dochodzi do potaczenia obu bton plazmolemy
plemnika z zewngtrzng btona akrosomu (8, 19, 28, 33).
W pierwszej fazie fuzji tworzg si¢ otwory, a nastgpnie
obserwuje si¢ rozproszenie bton i powstanie pecherzy-
kéw akrosomowych. Zjawisko to zachodzi w regionie
akrosomowym glowki plemnika. Segment rownikowy
jest stabilny i pozostaje nienaruszony (4, 8, 10, 26).
W kolejnym etapie reakcji akrosomowej dochodzi
do aktywacji 1 egzocytozy enzymow, m.in. proteinaz,
kwasnej glikohydrolazy, esterazy, fosfolipazy, fosfa-
tazy, kolagenazy, ulatwiajacych penetracje ostonki
przejrzystej (4, 10, 19). Nastepnie odstonigta zostaje
wewngetrzna btona akrosomowa oraz przytaczone do
niej enzymy, wsrod ktorych przede wszystkim wymie-
nia si¢ hialuronidaze i akrozyng¢ (17). Akrozyna po-
wstaJe z nieaktywnej proakrozyny przy wspotudziale
jonow wapnia oraz na skutek wzrostu pH wewnatrz
akrosomu. Enzym ten ufatwia penetracje ostonki
przejrzystej oraz posiada zdolno$¢ modyfikacji innych
biatek akrosomowych. Ponadto akrozyna uczestniczy
W wigzaniu receptorow plemnikoéw z glikoproteing
ZP2. Potaczenie to jest trwalsze 1 powstaje wtornie.
W tym procesie posredniczg takze biatko PH-20 oraz
biatko MC41 zlokalizowane w btonie pecherzykdéw
akrosomowych (5, 33). Podczas penetracji plemni-
ka przez ostonke przejrzysta macierz akrosomu jest
stopniowo rozpraszana, a na skutek ruchu plemnika
usuwane sg obecne na jego powierzchni biatka (19).
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Po pokonaniu ostonki przejrzystej gameta meska
dostaje si¢ do przestrzeni okotozottkowej i przemiesz-
cza si¢ w bliskie sgsiedztwo oolemy. Kontakt z btong
komorki jajowej powoduje zwigzanie plemnika na jej
powierzchni, co w konsekwencji prowadzi do fuzji
obu gamet. Zjawisko to rozpoczyna szereg interakcji
majacych na celu m.in. aktywacj¢ oocytu, ktora jest
niezbe¢dna do zakonczenia procesu zaptodnienia i wy-
tworzenia diploidalnej zygoty.
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