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Molecular aspects of sperm—egg fusion in mammals
Summary

The process of sperm—egg fusion is one of the most important mechanisms involved in successful fertiliza-
tion. Studies conducted in an effort to elucidate this process are mainly focused on analyzing the interaction
between the membrane proteins of male and female gametes. In the last few years, the genes coding proteins
which may play an integral role in the process of sperm—egg binding and fusion have been identified. It has
been suggested that sperm ADAMs family proteins are involved in this process. The sperm specific fertilin a,
fertilin f and cyritestin are among this protein family. The oocyte’s integrins, which are included in egg cell
membrane, form receptors specific for those proteins. The other group of proteins, which are connected with
sperm—egg fusion, are specific for oocyte CD9 protein and sperm epididymal protein DE.

The aim of this review was to present the characteristics of several proteins involved in the sperm-—egg
interaction process. The exploration of fertilization mechanisms may become the basic element that will
improve assisted reproductive techniques and in vitro fertilization in mammals.
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W prawidlowym przebiegu procesu zaplodnienia tyl-
ko jeden plemnik uzyskuje zdolno$¢ do penetracji i fuzji
z btona komorkowa oocytu. Sugeruje sig, ze etap pene-
tracji jest bardzo istotny nie tylko ze wzgledu na spotka-
nie plemnika z oolemma, ale przede wszystkim na uzy-
skanie zdolnosci do nastgpujacej po tym fuzji gamet. Pod-
czas tego procesu plemniki przechodza egzocytozg, okres-
lang jako reakcja akrosomowa. Akrosom stanowi duze
organellum wywodzace sig z aparatu Golgiego i przypo-
minajace pod wzgledem struktury lizosomy. Zlokalizo-
wany jest w szczytowej czesci jadra komorkowego plem-
nika. Funkcja akrosomu zwiazana jest z sekrecja enzy-
mow, takich jak: proteaza serynowa oraz akrozyna, ktore
utatwiaja plemnikowi penetracje ostonki przejrzystej
oocytu (1). Skutkiem reakcji akrosomowej jest rowniez
wysuni¢cie wewnetrznej czesci btony akrosomu na ze-
wnatrz. Uwaza sig, ze proces ten jest niezb¢dny do osiag-
nigcia przez plemnik zdolnos$ci do fuzji z btona cyto-
plazmatyczna komorki jajowej. Fuzja plemnika z oocy-
tem rozpoczyna si¢ w rownikowej czgsci gamety meskie;j,
zlokalizowanej pomig¢dzy wewngtrzna btong akrosomo-
wa a btong cytoplazmatyczna (3).

* Praca finansowana z grantu nr 2923/B/P01/2009/37 Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego.

Oocyt ze wzgledu na swa powierzchnig¢ uwazany jest
za komorke o unikatowej strukturze (18). Powierzchnia
tej komorki pokryta jest przez liczne mikrokosmki, z wy-
jatkiem regionu gdzie znajduje si¢ wrzeciono mejotycz-
ne. Funkcja mikrokosmkoéw polega na otaczaniu glowki
plemnika, umozliwiajac taczenie si¢ gamet. Udowodnio-
no, ze proces ten zachodzi niezwykle rzadko w regionie
oocytu pozbawionym mikrokosmkow.

Struktura i rola specyficznego
dla oocytu biatka CD9

Biatko CD9 nalezy do grupy tetraspanin, zbudowanych
z czterech regiondéw transbtonowych oraz dwoch petli
zewnatrzkomorkowych (5). Druga petla jest duzo wigk-
sza i charakteryzuje si¢ konserwatywna sekwencja ami-
nokwasowa (25). Tetraspaniny nie posiadaja funkcjonal-
nych domen wspdlnych dla pozostatych grup biatek lub
tez odpowiedzialnych za interakcjg z innymi tetraspani-
nami. Sugeruje si¢ jednak mozliwo$¢ interakcji pomig-
dzy tymi biatkami a integrynami, immunoglobulinami,
proteoglikanami oraz receptorami czynnikéw wzrostu.
Utworzony w ten sposob kompleks biatkowy zlokalizo-
wany jest w blonie komdrkowej oocytu i uczestniczy w ta-
kich procesach, jak: adhezja komoérek oraz zdolnos$¢ do
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proliferacji 1 r6znicowania (6). Wyniki badan wskazuja
na wazny udziat biatka CD9 w wielu istotnych procesach

takich jak: infekcje wirusowe, fuZJa komorek migénio-
wych czy wspomniana juz wezesniej zdolnos¢ do adhezji
(26). Pierwsze obserwacje sugerujace istotng rolg CD9
w zaplodnieniu pochodza z do$wiadczen wykonanych
przy wykorzystaniu przeciwcial skierowanych przeciw-
ko temu biatku (7). Chen i wsp. (7) wykazali, ze uzycie
przeciwciatl anty-CD9 prowadzito do zahamowania wia-
zania si¢ gamet w warunkach in vitro. Nastgpnie udowod-
niono, ze biatko CD9 jest rozmieszczone na calej po-
wierzchni oocytu z wyjatkiem regionu obejmujacego
wrzeciono mejotyczne, a wigc w miejscu, w ktorym bar-
dzo rzadko dochodzi do fuzji komorek (14). Obserwowa-
ny wzor rozmieszczenia CD9 pokrywa si¢ z lokalizacja
integryny a6. Uwaza sig, ze biatka te moga ulega¢ wza-
jemnej interakcji, tworzac specyficzne miejsca wigzania
si¢ fertyliny plemnika (20). Kaji i wsp. (14) wykazali, ze
myszy eksperymentalnie pozbawione biatka CD9 (-/-) na
powierzchni oocytéw byly nieptodne. Brak tego biatka
byl przyczyna zaburzenia procesu fuzji plemnika z oocy-
tem (17, 20). Proces wiazania si¢ plemnika z komodrka
jajowa przebiegal prawidlowo, natomiast bardzo rzadko
dochodzito do fuzji komodrek, zar6wno w warunkach in
vivo, jak i in vitro. Poshugujac si¢ technika docytoplazma-
tycznej iniekcji plemnika (ICSI — intracytoplasmic sperm
injection) wykazano, ze rozwd6j zygot pochodzacych
z oocytow CD9 (-/-) przebiegat prawidtowo, jednak my-
szy te rzadko rodzity zdrowe potomstwo (20). Udowod-
niono réwniez, ze dluzszy czas inkubacji oocytoéw CD9
(-/-) w obecnosci plemnikow, w warunkach in vitro zna-
czaco zwigkszat liczbg fuzji gamet. Obserwacje te, jak
réwniez fakt, ze tetraspaniny tworza wieloczasteczkowy
blonowy kompleks biatkowy sugeruja, ze CD9 ulega
interakcji z innymi biatkami odpow1ed21alnym1 za fuZJQ
plemnika z oocytem. Istnieje hipoteza mowiaca o tym, ze
CD9 jest biatkiem tacznikowym pomigdzy innymi czas-
teczkami uczestniczacymi w procesie wigzania sig¢ i fuzji
gamet. Zablokowanie tego biatka przy wykorzystaniu
przeciwciat anty-CD9 hamuje proces fuzji plemnika
z oocytem (13, 19, 20). Istnieja jednak przypuszczenia,

ze funkcja tego biaika odnosi si¢ gtownie do mechaniz-
mu wiazania si¢ gamet. Oocyty pozbawione ostonki przej-
rzystej 1 hodowane w obecnosci przeciwcial anty-CD9
wykazuja obnizony poziom wigzania si¢ ligandow plem-
nika (fertylina a, f3 1 kyrytestina) (28, 31). Funkcjonalna
roznica pomigdzy oocytami CD9 (-/-) a traktowanyml
przeciwciatami anty-CD9 nie jest wystarczajaco wyjasnio-
na i wymaga dalszych badan. Uwaza si¢ jednak, ze uzy-
cie przeciwciatl anty-CD9 moze prowadzi¢ do zaburzenia
adhezji komorek, poprzez zablokowanie aktywnosci in-
tegryny a6, tworzacej kompleks z biatkiem CD9.

W przypadku oocytow myszy charakteryzujacych si¢
brakiem biatka CD9, zdolnos$¢ do interakcji z plemnikiem
moze by¢ przywrocona poprzez wstrzyknigcie do oocy-
tow mRNA (messenger ribonucleic acid, informacyjny
kwas rybonukleinowy) tego biatka (13, 30, 31). Wyko-
rzystujac t¢ metode, Zhu i wsp. (30) zidentyfikowali funk-
cjonalng domeng biatka CD9 odpowiedzialnq za ten pro-
ces. Ponadto, badania te wykazaly, ze zamiana pojedyn-
czego nukleotydu w pozycji 174 tancucha aminokwaso-
wego oraz trzech zasad w pozycji 173-175 w oocytach
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prowadzi do syntezy biatka o obnizonej aktywnosci i ogra-
niczenia zdolnosci do fuzji.

Specyficzne dla plemnikow biatko DE

Biatko najadrza (DE), okre$lane réwniez jako bogate
w cysteing biatko wydzielnicze (CRISP1 — cysteine-rich
secretory protein) nalezy do czasteczek wystgpujacych
w blonie komorkowej plemnikow. Uwaza sig, ze biatko
to odgrywa istotng rolg w procesie fuzji gamet.

DE jest biatkiem syntetyzowanym w przedniej czgsci
najadrza (15). Sugeruje sig, ze sekrecja tego biatka jest
regulowana odpowiednim st¢zeniem androgenow. Pod-
czas przechodzenia plemnikow przez najadrze DE jest
zlokalizowane na ich powierzchni (16). Podczas etapu
poprzedzajacego reakCJQ akrosomowa DE jest potozone
na grzbletowej czgsei akrosomu, a nastepnie przemiesz-
cza si¢ do czgSci rownikowej, ktora jest miejscem fuzji
z oocytem (24). Zastosowanie poliklonalnych przeciw-
cial anty-DE znaczaco obniza zdolno$¢ plemnikéw do
fuzji z pozbawionymi ostonki przejrzystej oocytami. Na-
tomiast ruchliwo$¢ plemnikow, jak i zdolno$¢ do wiaza-
nia si¢ z gameta zenska byly prawidtowe (9). Oczyszczo-
ne biatko DE moze wiaza¢ si¢ w kazdym miejscu po-
wierzchni oocytu, z wyjatkiem miejsca, gdzie formuje si¢
wrzeciono mejotyczne. Rochwerger i wsp. (23) wykazali,
ze na powierzchni oocytu znajduja si¢ receptory specy-
ficzne dla plemnikowego biatka DE. Uzycie przeciwciat
anty-CRISP1 (Cysteine-Rich Secretory Protein 1) w zna-
czacy sposob obniza zdolno$¢ plemnikow do penetracji
oocytu. Natomiast ich ruchliwo$¢ i zdolnos$¢ do wigzania
si¢ z gameta zenska nie ulegly zmianie (29).

Integryny oraz biatka ADAM

Fertylina a, B oraz kyrytestina naleza do rodziny bia-
tek ADAM, okreslanych, odpowiednio, jako ADAMI,
ADAM?2 i ADAM3. Wszystkie te biatka charakteryzuja
si¢ wystgpowaniem duzej metaloproteazowej domeny.
Poczatkowo fertilina B byta identyfikowana przy wyko-
rzystaniu blonowego przeciwciata PH-30. Bialko to two-
rzy strukturg heterodimeru z fertyling o (4). Natomiast
kyrytestina funkcjonuje jako pojedynczy polipeptyd (21).
Fertylina a posiada charakterystyczng sekwencj¢ amino-
kwasowa, okreslang jako bialko fuzyjne, ktore tworzy
domeng odpowiedzialna za wiazanie si¢ z integrynami na
powierzchni oocytu. Biatko to charakteryzuje si¢ naste-
pujacymi cechami: (a) jest zwigzane z btona komorkowa,
(b) wykazuje charakter silnie hydrofobowy oraz (c) po-
siada zdolnos¢ do zmiany struktury o-helisy.

Wszystkie wymienione wyzej cechy charakteryzuja
biatka fuzyjne specyficzne dla wirusow ulegajacych fuzji
z blona komorki gospodarza (22). Funkcja tych biatek
zostala okre$lona na drodze do$wiadczen zaptodnienia in
vitro, stosujqc przemwmaia anty-ADAM oraz poprzez
1zolowanle i oczyszczanle tych biatek. Evans i wsp. (11)
wykazali, ze uzycie plemnikéw ze zrekombinowanymi
formami fertyliny a, B oraz kyrytestiny skutkowato znacz-
nym obnizeniem wspotczynnika zaptodnien. Udowodnio-
no, ze plemniki z wytaczonym genem fertyliny B (-/-)
wykazywaty o 80% obnizong zdolno$¢ do wiazania sig
z oolemma komorki jajowej (8). Natomiast plemniki
z wylaczonym genem kodujacym kyrytesting (-/-) wy-
kazywaty znacznie obnizona zdolno$¢ do wiazania si¢



546

z oocytem, mimo ze proces fuzji gamet przebiegat pra-
widlowo (21). Plemniki charakteryzujace si¢ niedoborem
fertyliny p oraz catkowitym brakiem fertyliny a wykazu-
ja znacznie obnizong ilo$¢ kyrytestiny. Natomiast plem-
niki z niedoborem kyrytestiny wykazuja catkowity brak
fertyliny a oraz obnizona o 50% w odniesieniu do typu
dzikiego ekspresjg fertyliny 3 (21).

Przedstawione wyniki wskazuja, ze biatka ADAM od-
grywaja istotna role¢ w mechanizmie wigzania si¢ plemnika
z oocytem, natomiast nie maja wptywu na fuzj¢ gamet.

Powierzchnia oocytéw pokryta jest biatkami okre$la-
nymi jako integryny.

Sugeruje sig, iz tworza one receptory specyficzne dla
ligandéw wystepujacych w btonie komorkowej plemni—
kéw. Pierwszym biatkiem nalezacym do tej rodziny, zi-
dentyfikowanym na powierzchni oocytu, byta integryna
a6p1. Wykorzystanie blonowego przemwmala anty-06
(GOH3) powodowalo zahamowanie zarowno procesu wia-
zania sig, jak i fuzji plemnika z oocytem (2, 7, 27). Inte-
gryny ulegajace ekspresji na powierzchni oocytow dzieli
si¢ na dwie grupy: integryny B1, w ktorych sktad wcho-
dza a2fB1, a3B1, aSPL, a6Pl, a9B1 oraz integryny av:
avBl, avp3, avp5 (10, 12, 19). Podobnie jak w przypad-
ku integryn a6, oocyty z Wyiqczonyml genami kodujacy-
mi biatka o3, B3 i BS charakteryzowaty si¢ prawidlowa
ptodnoscia (12). Badania He i wsp. (12) wykazaly, ze
myszy z wytaczonym genem kodujacym integryng 1 cha-
rakteryzowaty si¢ prawidtowym wspotczynnikiem ciazy
oraz nie wykazywaty nieprawidtowosci w procesie wia-
zania si¢ czy fuzji gamet. Podobnie, wykorzystanie prze-
ciwciat anty-B3 lub anty-av nie prowadzito do zaburzen
procesow wigzania sig i fuzji plemnika z oocytem. Suge-
ruje si¢ wigc, ze wystgpujace na powierzchni oocytéw
biatka integrynowe stanowia jedynie jeden z elementow
posredniczacych w procesie zaptodnienia.

Whioski i perspektywy

Doktadna charakterystyka interakcji pomigdzy biatka-
mi specyficznymi dla gamety mgskiej 1 zenskiej wymaga
skupienia si¢ na okresleniu roli, jaka w tych procesach
odgrywaja takie czasteczki, jak biatko CD9 w oocytach
oraz wystgpujace w blonie komérkowej plemnika biatko
DE. Badania z wykorzystaniem zwierzat z wylaczonym
genem DE przyblizyly znacznie poznanie mechanizmow
odpowiedzialnych za skuteczne zaptodnienie. Zgromadzo-
na wiedza na temat wiazania si¢ i fuzji gamet moze po-
zwoli¢ w przysztosci na zwigkszenie wydajnosci zaptod-
nienia pozaustrojowego.
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