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W prawid³owym przebiegu procesu zap³odnienia tyl-
ko jeden plemnik uzyskuje zdolno�æ do penetracji i fuzji
z b³on¹ komórkow¹ oocytu. Sugeruje siê, ¿e etap pene-
tracji jest bardzo istotny nie tylko ze wzglêdu na spotka-
nie plemnika z oolemm¹, ale przede wszystkim na uzy-
skanie zdolno�ci do nastêpuj¹cej po tym fuzji gamet. Pod-
czas tego procesu plemniki przechodz¹ egzocytozê, okre�-
lan¹ jako reakcja akrosomowa. Akrosom stanowi du¿e
organellum wywodz¹ce siê z aparatu Golgiego i przypo-
minaj¹ce pod wzglêdem struktury lizosomy. Zlokalizo-
wany jest w szczytowej czê�ci j¹dra komórkowego plem-
nika. Funkcja akrosomu zwi¹zana jest z sekrecj¹ enzy-
mów, takich jak: proteaza serynowa oraz akrozyna, które
u³atwiaj¹ plemnikowi penetracjê os³onki przejrzystej
oocytu (1). Skutkiem reakcji akrosomowej jest równie¿
wysuniêcie wewnêtrznej czê�ci b³ony akrosomu na ze-
wn¹trz. Uwa¿a siê, ¿e proces ten jest niezbêdny do osi¹g-
niêcia przez plemnik zdolno�ci do fuzji z b³on¹ cyto-
plazmatyczn¹ komórki jajowej. Fuzja plemnika z oocy-
tem rozpoczyna siê w równikowej czê�ci gamety mêskiej,
zlokalizowanej pomiêdzy wewnêtrzn¹ b³on¹ akrosomo-
w¹ a b³on¹ cytoplazmatyczn¹ (3).

Oocyt ze wzglêdu na sw¹ powierzchniê uwa¿any jest
za komórkê o unikatowej strukturze (18). Powierzchnia
tej komórki pokryta jest przez liczne mikrokosmki, z wy-
j¹tkiem regionu gdzie znajduje siê wrzeciono mejotycz-
ne. Funkcja mikrokosmków polega na otaczaniu g³ówki
plemnika, umo¿liwiaj¹c ³¹czenie siê gamet. Udowodnio-
no, ¿e proces ten zachodzi niezwykle rzadko w regionie
oocytu pozbawionym mikrokosmków.

Struktura i rola specyficznego
dla oocytu bia³ka CD9

Bia³ko CD9 nale¿y do grupy tetraspanin, zbudowanych
z czterech regionów transb³onowych oraz dwóch pêtli
zewn¹trzkomórkowych (5). Druga pêtla jest du¿o wiêk-
sza i charakteryzuje siê konserwatywn¹ sekwencj¹ ami-
nokwasow¹ (25). Tetraspaniny nie posiadaj¹ funkcjonal-
nych domen wspólnych dla pozosta³ych grup bia³ek lub
te¿ odpowiedzialnych za interakcjê z innymi tetraspani-
nami. Sugeruje siê jednak mo¿liwo�æ interakcji pomiê-
dzy tymi bia³kami a integrynami, immunoglobulinami,
proteoglikanami oraz receptorami czynników wzrostu.
Utworzony w ten sposób kompleks bia³kowy zlokalizo-
wany jest w b³onie komórkowej oocytu i uczestniczy w ta-
kich procesach, jak: adhezja komórek oraz zdolno�æ do
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proliferacji i ró¿nicowania (6). Wyniki badañ wskazuj¹
na wa¿ny udzia³ bia³ka CD9 w wielu istotnych procesach,
takich jak: infekcje wirusowe, fuzja komórek miê�nio-
wych czy wspomniana ju¿ wcze�niej zdolno�æ do adhezji
(26). Pierwsze obserwacje sugeruj¹ce istotn¹ rolê CD9
w zap³odnieniu pochodz¹ z do�wiadczeñ wykonanych
przy wykorzystaniu przeciwcia³ skierowanych przeciw-
ko temu bia³ku (7). Chen i wsp. (7) wykazali, ¿e u¿ycie
przeciwcia³ anty-CD9 prowadzi³o do zahamowania wi¹-
zania siê gamet w warunkach in vitro. Nastêpnie udowod-
niono, ¿e bia³ko CD9 jest rozmieszczone na ca³ej po-
wierzchni oocytu z wyj¹tkiem regionu obejmuj¹cego
wrzeciono mejotyczne, a wiêc w miejscu, w którym bar-
dzo rzadko dochodzi do fuzji komórek (14). Obserwowa-
ny wzór rozmieszczenia CD9 pokrywa siê z lokalizacj¹
integryny á6. Uwa¿a siê, ¿e bia³ka te mog¹ ulegaæ wza-
jemnej interakcji, tworz¹c specyficzne miejsca wi¹zania
siê fertyliny plemnika (20). Kaji i wsp. (14) wykazali, ¿e
myszy eksperymentalnie pozbawione bia³ka CD9 (-/-) na
powierzchni oocytów by³y niep³odne. Brak tego bia³ka
by³ przyczyn¹ zaburzenia procesu fuzji plemnika z oocy-
tem (17, 20). Proces wi¹zania siê plemnika z komórk¹
jajow¹ przebiega³ prawid³owo, natomiast bardzo rzadko
dochodzi³o do fuzji komórek, zarówno w warunkach in
vivo, jak i in vitro. Pos³uguj¹c siê technik¹ docytoplazma-
tycznej iniekcji plemnika (ICSI � intracytoplasmic sperm
injection) wykazano, ¿e rozwój zygot pochodz¹cych
z oocytów CD9 (-/-) przebiega³ prawid³owo, jednak my-
szy te rzadko rodzi³y zdrowe potomstwo (20). Udowod-
niono równie¿, ¿e d³u¿szy czas inkubacji oocytów CD9
(-/-) w obecno�ci plemników, w warunkach in vitro zna-
cz¹co zwiêksza³ liczbê fuzji gamet. Obserwacje te, jak
równie¿ fakt, ¿e tetraspaniny tworz¹ wielocz¹steczkowy
b³onowy kompleks bia³kowy sugeruj¹, ¿e CD9 ulega
interakcji z innymi bia³kami odpowiedzialnymi za fuzjê
plemnika z oocytem. Istnieje hipoteza mówi¹ca o tym, ¿e
CD9 jest bia³kiem ³¹cznikowym pomiêdzy innymi cz¹s-
teczkami uczestnicz¹cymi w procesie wi¹zania siê i fuzji
gamet. Zablokowanie tego bia³ka przy wykorzystaniu
przeciwcia³ anty-CD9 hamuje proces fuzji plemnika
z oocytem (13, 19, 20). Istniej¹ jednak przypuszczenia,
¿e funkcja tego bia³ka odnosi siê g³ównie do mechaniz-
mu wi¹zania siê gamet. Oocyty pozbawione os³onki przej-
rzystej i hodowane w obecno�ci przeciwcia³ anty-CD9
wykazuj¹ obni¿ony poziom wi¹zania siê ligandów plem-
nika (fertylina á, â i kyrytestina) (28, 31). Funkcjonalna
ró¿nica pomiêdzy oocytami CD9 (-/-) a traktowanymi
przeciwcia³ami anty-CD9 nie jest wystarczaj¹co wyja�nio-
na i wymaga dalszych badañ. Uwa¿a siê jednak, ¿e u¿y-
cie przeciwcia³ anty-CD9 mo¿e prowadziæ do zaburzenia
adhezji komórek, poprzez zablokowanie aktywno�ci in-
tegryny á6, tworz¹cej kompleks z bia³kiem CD9.

W przypadku oocytów myszy charakteryzuj¹cych siê
brakiem bia³ka CD9, zdolno�æ do interakcji z plemnikiem
mo¿e byæ przywrócona poprzez wstrzykniêcie do oocy-
tów mRNA (messenger ribonucleic acid, informacyjny
kwas rybonukleinowy) tego bia³ka (13, 30, 31). Wyko-
rzystuj¹c tê metodê, Zhu i wsp. (30) zidentyfikowali funk-
cjonaln¹ domenê bia³ka CD9 odpowiedzialn¹ za ten pro-
ces. Ponadto, badania te wykaza³y, ¿e zamiana pojedyn-
czego nukleotydu w pozycji 174 ³añcucha aminokwaso-
wego oraz trzech zasad w pozycji 173-175 w oocytach

prowadzi do syntezy bia³ka o obni¿onej aktywno�ci i ogra-
niczenia zdolno�ci do fuzji.

Specyficzne dla plemników bia³ko DE
Bia³ko naj¹drza (DE), okre�lane równie¿ jako bogate

w cysteinê bia³ko wydzielnicze (CRISP1 � cysteine-rich
secretory protein) nale¿y do cz¹steczek wystêpuj¹cych
w b³onie komórkowej plemników. Uwa¿a siê, ¿e bia³ko
to odgrywa istotn¹ rolê w procesie fuzji gamet.

DE jest bia³kiem syntetyzowanym w przedniej czê�ci
naj¹drza (15). Sugeruje siê, ¿e sekrecja tego bia³ka jest
regulowana odpowiednim stê¿eniem androgenów. Pod-
czas przechodzenia plemników przez naj¹drze DE jest
zlokalizowane na ich powierzchni (16). Podczas etapu
poprzedzaj¹cego reakcjê akrosomow¹ DE jest po³o¿one
na grzbietowej czê�ci akrosomu, a nastêpnie przemiesz-
cza siê do czê�ci równikowej, która jest miejscem fuzji
z oocytem (24). Zastosowanie poliklonalnych przeciw-
cia³ anty-DE znacz¹co obni¿a zdolno�æ plemników do
fuzji z pozbawionymi os³onki przejrzystej oocytami. Na-
tomiast ruchliwo�æ plemników, jak i zdolno�æ do wi¹za-
nia siê z gamet¹ ¿eñsk¹ by³y prawid³owe (9). Oczyszczo-
ne bia³ko DE mo¿e wi¹zaæ siê w ka¿dym miejscu po-
wierzchni oocytu, z wyj¹tkiem miejsca, gdzie formuje siê
wrzeciono mejotyczne. Rochwerger i wsp. (23) wykazali,
¿e na powierzchni oocytu znajduj¹ siê receptory specy-
ficzne dla plemnikowego bia³ka DE. U¿ycie przeciwcia³
anty-CRISP1 (Cysteine-Rich Secretory Protein 1) w zna-
cz¹cy sposób obni¿a zdolno�æ plemników do penetracji
oocytu. Natomiast ich ruchliwo�æ i zdolno�æ do wi¹zania
siê z gamet¹ ¿eñsk¹ nie uleg³y zmianie (29).

Integryny oraz bia³ka ADAM
Fertylina á, â oraz kyrytestina nale¿¹ do rodziny bia-

³ek ADAM, okre�lanych, odpowiednio, jako ADAM1,
ADAM2 i ADAM3. Wszystkie te bia³ka charakteryzuj¹
siê wystêpowaniem du¿ej metaloproteazowej domeny.
Pocz¹tkowo fertilina â by³a identyfikowana przy wyko-
rzystaniu b³onowego przeciwcia³a PH-30. Bia³ko to two-
rzy strukturê heterodimeru z fertylin¹ á (4). Natomiast
kyrytestina funkcjonuje jako pojedynczy polipeptyd (21).
Fertylina á posiada charakterystyczn¹ sekwencjê amino-
kwasow¹, okre�lan¹ jako bia³ko fuzyjne, które tworzy
domenê odpowiedzialn¹ za wi¹zanie siê z integrynami na
powierzchni oocytu. Bia³ko to charakteryzuje siê nastê-
puj¹cymi cechami: (a) jest zwi¹zane z b³on¹ komórkow¹,
(b) wykazuje charakter silnie hydrofobowy oraz (c) po-
siada zdolno�æ do zmiany struktury á-helisy.

Wszystkie wymienione wy¿ej cechy charakteryzuj¹
bia³ka fuzyjne specyficzne dla wirusów ulegaj¹cych fuzji
z b³on¹ komórki gospodarza (22). Funkcja tych bia³ek
zosta³a okre�lona na drodze do�wiadczeñ zap³odnienia in
vitro, stosuj¹c przeciwcia³a anty-ADAM oraz poprzez
izolowanie i oczyszczanie tych bia³ek. Evans i wsp. (11)
wykazali, ¿e u¿ycie plemników ze zrekombinowanymi
formami fertyliny á, â oraz kyrytestiny skutkowa³o znacz-
nym obni¿eniem wspó³czynnika zap³odnieñ. Udowodnio-
no, ¿e plemniki z wy³¹czonym genem fertyliny â (-/-)
wykazywa³y o 80% obni¿on¹ zdolno�æ do wi¹zania siê
z oolemm¹ komórki jajowej (8). Natomiast plemniki
z wy³¹czonym genem koduj¹cym kyrytestinê (-/-) wy-
kazywa³y znacznie obni¿on¹ zdolno�æ do wi¹zania siê
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z oocytem, mimo ¿e proces fuzji gamet przebiega³ pra-
wid³owo (21). Plemniki charakteryzuj¹ce siê niedoborem
fertyliny â oraz ca³kowitym brakiem fertyliny á wykazu-
j¹ znacznie obni¿on¹ ilo�æ kyrytestiny. Natomiast plem-
niki z niedoborem kyrytestiny wykazuj¹ ca³kowity brak
fertyliny á oraz obni¿on¹ o 50% w odniesieniu do typu
dzikiego ekspresjê fertyliny â (21).

Przedstawione wyniki wskazuj¹, ¿e bia³ka ADAM od-
grywaj¹ istotn¹ rolê w mechanizmie wi¹zania siê plemnika
z oocytem, natomiast nie maj¹ wp³ywu na fuzjê gamet.

Powierzchnia oocytów pokryta jest bia³kami okre�la-
nymi jako integryny.

Sugeruje siê, i¿ tworz¹ one receptory specyficzne dla
ligandów wystêpuj¹cych w b³onie komórkowej plemni-
ków. Pierwszym bia³kiem nale¿¹cym do tej rodziny, zi-
dentyfikowanym na powierzchni oocytu, by³a integryna
á6â1. Wykorzystanie b³onowego przeciwcia³a anty-á6
(GoH3) powodowa³o zahamowanie zarówno procesu wi¹-
zania siê, jak i fuzji plemnika z oocytem (2, 7, 27). Inte-
gryny ulegaj¹ce ekspresji na powierzchni oocytów dzieli
siê na dwie grupy: integryny â1, w których sk³ad wcho-
dz¹ á2â1, á3â1, á5â1, á6â1, á9â1 oraz integryny áv:
ávâ1, ávâ3, ávâ5 (10, 12, 19). Podobnie jak w przypad-
ku integryn á6, oocyty z wy³¹czonymi genami koduj¹cy-
mi bia³ka á3, â3 i â5 charakteryzowa³y siê prawid³ow¹
p³odno�ci¹ (12). Badania He i wsp. (12) wykaza³y, ¿e
myszy z wy³¹czonym genem koduj¹cym integrynê â1 cha-
rakteryzowa³y siê prawid³owym wspó³czynnikiem ci¹¿y
oraz nie wykazywa³y nieprawid³owo�ci w procesie wi¹-
zania siê czy fuzji gamet. Podobnie, wykorzystanie prze-
ciwcia³ anty-â3 lub anty-áv nie prowadzi³o do zaburzeñ
procesów wi¹zania siê i fuzji plemnika z oocytem. Suge-
ruje siê wiêc, ¿e wystêpuj¹ce na powierzchni oocytów
bia³ka integrynowe stanowi¹ jedynie jeden z elementów
po�rednicz¹cych w procesie zap³odnienia.

Wnioski i perspektywy
Dok³adna charakterystyka interakcji pomiêdzy bia³ka-

mi specyficznymi dla gamety mêskiej i ¿eñskiej wymaga
skupienia siê na okre�leniu roli, jak¹ w tych procesach
odgrywaj¹ takie cz¹steczki, jak bia³ko CD9 w oocytach
oraz wystêpuj¹ce w b³onie komórkowej plemnika bia³ko
DE. Badania z wykorzystaniem zwierz¹t z wy³¹czonym
genem DE przybli¿y³y znacznie poznanie mechanizmów
odpowiedzialnych za skuteczne zap³odnienie. Zgromadzo-
na wiedza na temat wi¹zania siê i fuzji gamet mo¿e po-
zwoliæ w przysz³o�ci na zwiêkszenie wydajno�ci zap³od-
nienia pozaustrojowego.
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