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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Zaplodnienie, czyli potaczenie gamety megskiej i zeniskiej, to proces skomplikowany i wieloetapo-
wy. Ztozonos¢ procesu zaplodnienia, mnogos¢ czynnikéw, ktére maja nan wptyw, jak i warunki
w jakich zachodzi powoduja, ze pozostaje on zjawiskiem nie w petni zbadanym i zrozumianym.
Zaptodnienie jest procesem precyzyjnie regulowanym i swoistym gatunkowo, jednak pewne me-
chanizmy zachodzace w komdrkach sa zbiezne u wielu gatunkéw ssakéw. Poznanie mechanizméw
tworzenia si¢ gamet w gonadach meskich i zeniskich pozwala na zrozumienie zagadnien doty-
czacych zaptodnienia. Te z kolei umozliwiaja analizg przyczyn nieptodnosci. Nieptodnos¢ jest
obecnie coraz powszechniejszym zjawiskiem i dotyczy¢ moze zaréwno kobiet, jak i me¢zczyzn.
Postep medycyny laboratoryjnej, dzigki znajomosci molekularnego podtoza interakcji gamet,
umozliwia diagnozowanie wigkszosci przyczyn nieptodnosci oraz wyznacza kierunek dalszego
postgpowania w ich leczeniu. Procesowi zaplodnienia towarzyszy wiele reakcji biochemicznych,
w ktérych istotng rolg odgrywaja glikoproteiny obecne w ludzkim nasieniu. Obecnos¢ glikanéw
umozliwia glikoproteinom uczestnictwo w oddziatywaniach miedzykomoérkowych, w tym takze
pomiedzy gametami. Analiza profilu i stopnia glikozylacji glikoprotein obecnych w nasieniu nie
tylko przyczynia si¢ do lepszego poznania mechanizméw towarzyszacych procesowi zaptodnie-
nia, ale takze moze stanowi¢ dodatkowy marker diagnostyczny meskiej bezptodnosci.

Praca ma na celu przyblizenie wybranych mechanizméw molekularnych zachodzacych w obrebie
meskich narzadéw rozrodczych zwiazanych z procesem zaptodnienia, a takze analiz¢ ich wpty-
wu na meska ptodnosé.

molekularne mechanizmy zaptodnienia ¢ ptodno$é meska * bezptodnosé

Summary

Fertilization, the fusion of male and female gametes, is an incompletely known, multistep, com-
plex process, in which many factors participate. Fertilization is a precisely regulated, species-spe-
cific process, but some cellular mechanisms are similar for many mammal species. The studies
of mechanisms of male and female gamete production enable understanding of fertilization issu-
es and, as a result, make the analysis of the causes of infertility possible. Male and female infer-
tility is a progressive phenomenon. The development of laboratory medicine enables the analy-
sis of molecular aspects of the reactions between gametes, which may result in better diagnosis
of many infertility cases and indicate the direction of therapeutic management. The fertilization
process is accompanied by many biochemical reactions, in which glycoproteins present in human
ejaculate play a very important role. Glycan structures enable glycoproteins to participate in the
interactions between cells, including those between gametes. The analysis of the glycosylation
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profile and degree of ejaculate glycoproteins not only contributes to deepening the knowledge
about mechanisms accompanying the fertilization process, but also may be useful as an additio-
nal diagnostic marker of male infertility.

The aim of the present review is to approach selected molecular mechanisms occurring in the
male genital tract, related to the fertilization process, as well as to analyze their influence on male

fertility.
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FizJoL0GIA PROCESU ZAPLODNIENIA

Proces zaptodnienia jest ztozony z kilku nastgpujacych po
sobie faz, tj. kapacytacji, rozpoznania gamet, reakcji akro-
somalnej, przenikania przez ostonke przejrzysta, fuzji gamet
oraz reakcji niedopuszczajacych do polispermii. Po uprzednim
przygotowaniu, gamety przystepujace do zaptodnienia reaguja
ze sobg dzigki systemowi gatunkowo swoistych receptoréw.

Kapacytacja

W drogach rodnych kobiety plemniki ulegaja procesowi ka-
pacytacji (uzdatnianiu), podczas ktérego zostaja przygoto-
wane do zaptodnienia komoérki jajowej [50,69]. Na prze-
bieg kapacytacji maja wptyw substancje zawarte w plynie,
w ktérym zawieszone sg plemniki. Ptyn ten zawiera wy-
dzieliny tkanek jadrowych i najadrzy, meskich gruczotéw
dodatkowych: pecherzykow nasiennych, prostaty oraz gru-
czotéw opuszkowo-cewkowych, a takze wydzieling maci-
cy oraz ptyn pgcherzykowy [122].

Jedna z zachodzacych podczas kapacytacji zmian w struk-
turze bton komérkowych plemnika, jest zwigkszenie ich
ptynnosci na skutek oddziatywania albumin, ktére powo-
duja usunigcie z bton komoérki cholesterolu oraz innych
steroli, a takze niekowalencyjnie zwiazanych glikoprote-
in [30,50,118]. Obecnos¢ albumin powoduje takze obni-
zenie ilosci kwasu sjalowego, gangliozydéw oraz trigli-
cerydéw obecnych w blonie komérkowej plemnika [43].
Dodatkowym czynnikiem inicjujacym reakcje kapacytacji
in vitro jest metylo-p-cyklodekstryna (MBCD), ktérej dzia-
fanie polega na obnizeniu zawartosci cholesterolu w btonie
komérkowej plemnika oraz zaburzeniu dziatania tratw li-
pidowych. Jednakze stgzenie krytyczne MBCD nie zostato
jeszcze okreslone [55]. Obecne w btonie komdrkowej tra-
twy lipidowe sa matymi (10-200 nm), heterogennymi do-
menami (tzw. mikrodomeny), o wysokiej dynamice, wzbo-
gaconymi w sterole i inne lipidy (sfingolipidy, glikolipidy),
a takze w biatka zakotwiczone w btonie za pomoca gliko-
zylofosfatydyloinozytolu. Tratwy moga by¢ stabilizowane
tworzac wigksze struktury poprzez interakcje lipid-biatko
oraz biatko-biatko [56,84], dzigki czemu moga stanowié

stabilne platformy umozliwiajace agregacj¢ biatek uczest-
niczacych w oddziatywaniach pomig¢dzy plemnikiem a ko-
morka jajowa [87]. Ze wzgledu na to, ze tratwy lipidowe
bton komoérkowych gamet zawierajg biatka sygnatowe re-
gulujace funkcje wewnatrzkomoérkowe oraz przekazywanie
sygnatow migdzy komérkami, domeny te uznano za wazne
dla procesu dojrzewania plemnikéw, zaptodnienia i weze-
snej embriogenezy [66]. W ludzkim najadrzu uwidocznio-
nych jest szeS¢ genéw, znanych jako HEI-HE6. Mutacje
HE] prowadza do rozwoju $miertelnej lizosomalnej cho-
roby spichrzeniowej Niemanna-Picka typu 2 (NPC2), po-
legajacej na kumulacji cholesterolu w lizosomach. HE1 to
mata rozpuszczalna glikoproteina zbudowana ze 132 ami-
nokwasow, ktora wiaze si¢ z cholesterolem, lecz nie z jego
pochodnymi, ktére maja hydrofilowy podstawnik na izook-
tylowym faicuchu bocznym [51]. HE1 wiaze si¢ z chole-
sterolem in vitro i moze regulowaé zawartos¢ cholesterolu
w plemnikach podczas ich przemieszczania si¢ przez obszar
najadrza. Jednakze w niektérych doniesieniach wykazano,
ze podczas wedréwki plemnikéw przez najadrze stosunek
catkowitej ilosci fosfolipidéw do catkowitej ilosci choleste-
rolu nie zmienia si¢ [88]. Kawano i wsp. [56] sugeruja, ze
HEI1 reguluje liczbg lub potozenie plemnikowych tratw li-
pidowych w najadrzach, w ktérych magazynowane sa doj-
rzale plemniki. Uwazane za jeden z rodzajéw tratw lipido-
wych kaweole, to niewielkie wgtebienia btony komérkowej,
powstajace na skutek polimeryzacji biatek nazywanych ka-
weolinami, b¢dacymi palmitoilowanymi integralnymi biat-
kami blonowymi, majacymi duze powinowactwo do chole-
sterolu [56,99]. Ze wzgledu na to, ze kaweoliny ,,znikaja”
po zakoniczeniu reakcji akrosomalnej, uwazane sa za biatka
regulujace przebieg reakcji akrosomalnej [95]. Hydrolazy,
znajdujace si¢ w drogach rodnych kobiety, powoduja usu-
nigcie sulfoglicerolipidéw i sjaloglikoprotein. W wyniku
tych przemian odstonigte zostaja enzymy, znajdujace sig
w blonie ostaniajacej akrosom [67]. Zmianie ulega stosu-
nek ilosci kwaséw tluszczowych nasyconych do poliniena-
syconych (gtéwnie arachidonowego, dokozapentaenowego
oraz dokozaheksaenowego), na korzys¢ tych drugich [88].

Podczas reakcji kapacytacji dochodzi do hiperaktywacji
plemnika, ktéra polega na zwigkszeniu jego ruchliwosci
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na skutek wzrostu czgstotliwosci uderzenia i sity pchania
witki, co prowadzi do zmiany toru ruchu gamety me¢skie;j.
Hiperaktywne plemniki poruszaja si¢ po torze zakrzywio-
nym, dzigki czemu moga przenikaé do ostonki przejrzyste;j
i zaplodnionej komérki jajowej. Plemniki przemieszczaja-
ce si¢ prostoliniowo w plynie nasiennym, nie maja zdol-
nosci zaptodnienia oocytu [103].

U prawie wszystkich gatunkéw ssakoéw sktadniki plazmy
nasienia uwazane sa za jedne z najwazniejszych czynni-
kéw bioracych udziat w kapacytacji. Plazma nasienia za-
wiera m.in. ptyn z pecherzykéw nasiennych, bogaty w ak-
tywatory ruchu plemnikéw, takie jak fruktoza czy kwas
cytrynowy, bedace gléwnym Zrédtem energii gamety me-
skiej, prostaglandyny ttumiace odpowiedzZ zeniskiego ukta-
du immunologicznego oraz czynnik koagulacji nasienia
[65]. Ptyn pecherzykéw nasiennych zapewnia plemnikom
odpowiednie srodowisko do ich przemieszczania si¢ do
barki jajowodu [122]. Znane jest takze zjawisko dekapa-
cytacji, na ktére maja wplyw substancje zawarte w ptynie
nasiennym. Znanymi czynnikami dekapacytacji sa biatka
odkryte u myszy: autoantygen pecherzykéw nasiennych
(SVA — seminal vesicle autoantigen) [48] oraz biatko se-
krecyjne 2 pgcherzykéw nasiennych (SVS2 — seminal ve-
sicle secretion 2) bedace homologiem ludzkiej semeno-
geliny, w naturalny spos6b regulujace ptodnos¢ [57]. Po
ejakulacji SVS2 (u myszy) lub semenogelina (u cztowie-
ka) wytraca si¢ w macicy i reaguje z gtéwkami plemnikéw
oraz redukuje ich zdolnos¢ do zaptodnienia [48]. Ponadto
obecnos¢ semenogeliny zapobiega fosforylacji biatkowe;j
tyrozyny w plemniku, indukcji reakcji akrosomalnej i ka-
pacytacji [27].

Sposréd wielu czynnikéw wpltywajacych na przebieg reak-
¢ji kapacytacji, najwazniejszym jest utrzymanie na odpo-
wiednim poziomie wewnatrzkomdrkowego stgzenia jonéw
wapniowych, za co odpowiedzialne sg trzy mechanizmy:
1) pompa sodowo-wapniowa, ktéra wydala Na* z komérki
i jednoczesnie umozliwia naptyw Ca** do jej wnetrza,
2) kanaty wapniowe, ktérymi jony Ca?* dostaja si¢ do cy-
toplazmy oraz
3) Ca*-ATP-aza, ktéra stymuluje usuwanie jonéw wapnia
z komorki na zewnatrz.

Aktywnos$¢ tych mechanizméw nie jest jednoczesna. W za-
leznosci od etapu procesu zaptodnienia aktywacji ulegaja
inne mechanizmy. W czasie reakcji akrosomalnej aktyw-
ne sa kanaly wapniowe, a w czasie kapacytacji najpraw-
dopodobniej Ca**-ATP-aza [75].

Istnieje wiele mechanizméw zapobiegajacych przedwcze-
snej kapacytacji. Czynnik dekapacytacji (DF — decapaci-
tation factor), jeden z czynnikéw obecnych w plazmie na-
sienia, majacych wplyw na przebieg procesu zaptodnienia,
jest glikoproteing o masie 40 kDa, ktéra wiaze sig z gliko-
zylofosfatydyloinozytolem, receptorem blonowym, zako-
twiczonym na plemniku, w regionie za akrosomem [33].
Czynnik dekapacytacji jest uwazany za pozytywny regu-
lator aktywnos$ci Ca?*-ATP-azy btonowej [1]. Innym bial-
kiem, bioracym udziat w procesie dekapacytacji jest inhibi-
tor kinazy Raf-1 (RKIP-1 — Raf kinase inhibitor protein-1),
wystepujacy na powierzchni plemnika [79], petniacy takze
role receptora czynnika dekapacytacji [39]. U ssakéw na-
czelnych, takze u cztowieka, podczas inkubacji plemnikéw

in vitro wydzielany jest czynnik aktywujacy ptytki (PAF —
platelet-activating factor), ktéry dzigki wigzaniu z recepto-
rem blonowym powoduje wzrost ruchliwosci plemnikéw,
stymulujac przebieg reakcji akrosomalnej i procesu zaptod-
nienia [91]. Bi i wsp. [6] zbadali czynnik dekapacytacji
NYD-SP27, bedacy izoforma fosfolipazy C Zetal, obecnej
w akrosomie plemnikéw ludzkich 1 mysich. Wykazano, ze
NYD-SP27 zostaje uwolniony z plemnikéw podczas kapa-
cytacji i reakcji akrosomalnej. Brak jonéw HCO,", gléwne-
go czynnika aktywujacego proces kapacytacji, zapobiega
uwalnianiu NYD-SP27 z plemnikéw. Réwniez zastosowa-
nie przeciwciat anty-NYD-SP27 zapobiega uwalnianiu tego
czynnika z plemnikéw, redukuje liczbe plemnikéw, ktére
zakonczyly kapacytacjeg, a takze hamuje reakcj¢ akroso-
malng indukowana przez ATP i progesteron oraz hamuje
sprzgzona z fosfolipaza C agonistycznie indukowana mobi-
lizacje Ca** w plemniku. Na podstawie przeprowadzonych
badan autorzy sugeruja, ze NYD-SP27 jest fizjologicznym
inhibitorem fosfolipazy C, dziatajacym jako wewnetrz-
ny czynnik przeciwdziatajacy przedwczesnej kapacytacji
plemnikéw [6]. Kolejnym czynnikiem dekapacytacji jest
biatko SERPINE2, jeden z potencjalnych inhibitoréw pro-
teazy serynowej, modulator aktywnosci aktywatora plazmi-
nogenu i trombiny. Czynnik SERPINE?2 jest obecny gléw-
nie w pecherzykach nasiennych gryzoni, ale moze takze
wystgpowaé w wydzielinie pgcherzykéw nasiennych i na-
btonku §luzowym pgcherzyka nasiennego, najadrzach i na-
sieniowodach. W jadrach SERPINE?2 jest obecny w sper-
matogoniach, spermatocytach, spermatydach, komérkach
Leydiga i plemnikach. SERPINE2 wykryto takze w cza-
peczce akrosomalnej plemnikéw obecnych w jadrach i na-
jadrzach i zostat uznany za istotne biatko powierzchniowe
plemnikéw. Oczyszczona posta¢ SERPINE2 moze wiazaé
si¢ z plemnikami obecnymi w najadrzach, a znaczna ilos$¢
SERPINE2 wykryto na plemnikach tuz po ejakulacji oraz
obecnych w jajowodach. Jednakze SERPINE2 jest obec-
ny gtéwnie na plemnikach, ktére jeszcze nie ulegly kapa-
cytacji, co wskazuje, ze SERPINE2 jest uwalniany przed
zainicjowaniem procesu kapacytacji. Ponadto SERPINE2
moze hamowa¢ in vitro reakcj¢ kapacytacji inicjowana
przez albuming wotowa, zapobiegajac potaczeniu plem-
nika z komoérka jajowa, tym samym zapobiegajac zaptod-
nieniu. Dzialanie SERPINE?2 polega na przeciwdzialaniu
wyptywowi cholesterolu, jednego z czynnikéw inicjuja-
cych proces kapacytacji [63].

Wazna role¢ w przebiegu procesu zaptodnienia odgrywa re-
akcja fosforylacji aminokwasow, takich jak: seryna, treonina
i tyrozyna. Najwigksze znaczenie ma fosforylacja tyrozyny,
co moze by¢ gléwnym, a nawet wytacznym, wskaZnikiem
przekazywania sygnaléw w komoérce [76]. Fosforylacja ty-
rozyny, wchodzacej w sktad biatek gamety meskiej, uwa-
zana jest za najwazniejsza reakcj¢ zachodzaca podczas pro-
cesu kapacytacji [32] oraz wigzania si¢ plemnika z ostonka
przejrzysta [92]. Jednym z fosforylowanych biatek, o ma-
sie 51+5 kDa, jest antygen zaptodnienia 1 (FA-1 — fertiliza-
tion antygen-1), ktéry petni wazna rolg zaréwno w proce-
sie wigzania si¢ btony plemnika z ostonka przejrzysta, jak
i w procesie kapacytacji [77]. Inkubacja plemnikéw z prze-
ciwciatem monoklonalnym anty-FA-1 redukuje fosforyla-
cje tyrozyny podczas kapacytacji [77]. Zaréwno rodzaj, jak
i lokalizacja biatek, ktdre ulegaja reakcji fosforylacji, maja
wplyw na funkcje plemnika. W przypadku ludzkiej game-
ty meskiej w czasie kapacytacji znaczny wzrost fosforylacji
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biatek nastgpuje w rejonie witki, w gtéwnej jej czesci, co
ma znaczenie dla nabycia przez plemnik zdolnosci do ru-
chu hiperaktywnego [74]. Najwazniejszymi biatkami, kt6-
re uczestnicza w reakcji fosforylacji tyrozyny, sa biatka ko-
twiczace kinazg A (AKAP — A-kinase anchoring proteins),
a fosforylacji tyrozyny moze ulega¢ biatko wiazace wapni
(CABYR - calcium-binding tyrosine phosphorylation-regu-
lated protein), umiejscowione w gtéwnej czesci witki [61,73].

Zalezne od cAMP (cykliczny adenozynomonofosforan) ki-
nazy biatkowe typu A (PKA — protein kinase A) fosforyluja
grupy hydroksylowe w taiicuchach bocznych seryny i tre-
oniny wybranych bialek bton komérkowych. Swoistos¢ sub-
stratowa PKA nie jest zbyt duza, wigc regulacja aktywnosci
tych enzymow odbywa sig¢ m.in. za pomoca biatek kotwi-
czacych PKA. AKAP maja zdolnos¢ wigzania si¢ z PKA
bez zmiany jej aktywnosci. Wobec powyzszego fosforylacji
najprawdopodobniej beda ulegaty przede wszystkim biatka
znajdujace si¢ w bezposrednim sasiedztwie AKAP, a tym
samym i PKA [15,64]. Biatka kotwiczace kinaz¢ A od-
grywaja wazna role w funkcjonowaniu plemnikéw, gdyz
uczestniczg w regulacji ich ruchu, kapacytacji i reakcji akro-
somalnej. Ponadto wzrost st¢zenia cAMP w plemniku po-
woduje wzrost ilosci ATP, co z kolei dodatkowo wptywa na
wieksza ruchliwosé meskiej gamety [32]. Wsréd plemniko-
wych biatek kotwiczacych PKA mozna wyrézni¢ AKAP84
(AKAP1), AKAP110 (AKAP3), AKAPS2 (AKAP4),
AKAP95 (AKAPS), AKAP220 (AKAP11), WAVE-1 oraz
MAP2 [16]. Oprocz wiazania z PKA, AKAP moga tak-
ze wigzaé sig¢ z czterema grupami bialek, homologiczny-
mi do domeny dimeryzacji/dokowania RII (R2D2). Biatka
R2D2 w duzej ilosci obecne sa w jadrach. Uczestnictwo
tych biatek w funkcjonowaniu wici i rzgsek nie zalezy od
aktywnosci PKA oraz, w odréznieniu od RII, nie wiaza one
cAMP [29]. Nokaut genu AKAP4 u samcéw myszy skut-
kuje bezptodnoscia spowodowana brakiem ruchu plemni-
kéw. Biatko AKAP4, zwane takze komponenta 1 ostony
wioknistej, jest swoiste dla plemnika i wystepuje w ostonie
widknistej gtéwnej czgsci wici plemnika [15]. Fosforylacja
biatek, zachodzaca w czasie kapacytacji, takze moze ,,akty-
wowac” niektore biatka. Przyktadem sa kinazy aktywowa-
ne sygnatem zewnatrzkomérkowym ERK-1 i ERK-2 (ERK
- extracellular signal-regulated kinases) [28].

RozPozNANIE GAMET

Receptory komorki jajowej

Receptory oocytu, rozpoznajace domeny na powierzch-
ni plemnika, znajduja si¢ na ostonce przejrzystej. Po roz-
poznaniu ostonka wiaze plemnik, inicjuje reakcje akro-
somalna, a po zaptodnieniu komoérki jajowej zapobiega
polispermii [67]. Ostonke przejrzysta (ZP — zona pellu-
cida) buduja glikoproteiny, z ktérych najlepiej poznane to
ZP1 (o masie 200 kDa), ZP2 (120 kDa) i ZP3 (83 kDa).
Plemniki, ktére nie ulegty reakcji akrosomalnej wiazane
sq przez receptor ZP3, natomiast po zajsciu reakcji akro-
somalnej wiazanie stabilizowane jest przez glikoproteing
ZP2 [50,67]. Glikoproteiny zbudowane sa z polipeptyddw,
z ktérymi wigzaniem N- i O-glikozydowym potaczone sa
oligosacharydy. Glikoproteiny ostonki przejrzystej sa synte-
tyzowane przez oocyt w czasie fazy wzrostu (w pierwszych
2-3 tygodniach cyklu miesiaczkowego u kobiet). W cza-
sie owulacji ich wytwarzanie zostaje zatrzymane. Dimery

budujace ZP2 i ZP3 polimeryzuja, tworzac dlugie filamen-
ty, ktére buduja ostonke i sa wiazane krzyzowo przez gli-
koproteing ZP1 [114]. W badaniach na zwierzgtach wyka-
zano, ze szczegdlng rol¢ w wiazaniu plemnika z ostonka
przejrzysta odgrywaja obecne na ZP3 N-glikany, zwlasz-
cza struktury wysokomannozowe oraz rozgatgzione faicu-
chy typu zlozonego [98,121]. Wyglada na to, ze wszystkie
cukry znajdujace si¢ w pozycji konicowej, lub niereduku-
jacej, w taricuchach oligosacharydowych ZP3, uczestnicza
w wigzaniu plemnika. Zaobserwowano, ze plemnik wia-
ze si¢ ze strukturami laktozaminowymi glikanéw przylta-
czonych za pomoca wigzania O-glikozydowego, jednakze
N-zwigzane glikany maja takze liczne taiicuchy laktoza-
minowe, ktére uczestnicza w wiazaniu plemnikow u ssa-
koéw. Niektore N- i O-zwiagzane taficuchy cukrowe zawie-
raja epitop GalNAcP1,4Gal, ktéry moze byé ograniczony
do wewnetrznej czgsci ZP i uczestniczyé w kolejnych fa-
zach wigzania plemnika i/lub penetracji [98].

Receptory plemnika

W przypadku cztowieka udzial w rozpoznawaniu gamet
bierze co najmniej 9 bialek, o masie 11-25 kDa. Biatko
plemnika SP56 (sperm protein 56) jest receptorem, rozpo-
znajacym glikoproteing ZP3 ostonki przejrzystej i nalezy
do grupy bialek regulujacych uktadu dopetniacza [21,68].
Biatko 1 wiazace ostonke przejrzysta (ZPBP1 — zona pel-
lucida binding protein 1) jest stabiej wiazane przez ostonkeg
w obecnosci proakrozyny, co moze sugerowac ich wspoétza-
wodnictwo na poczatkowym etapie zaptodnienia. Badania
wykazaty, ze myszy pozbawione genu kodujacego ZPBP1
sa bezptodne [13]. U cztowieka wykryto takze geny kodu-
jace zonadhezyng, wielodomenowe biatko blonowe, ktére
w specyficzny sposob wiaze si¢ z ostonka przejrzysta oocy-
tu [105]. Zonadhezyna jest umiejscowiona w zewngtrznej
btonie akrosomu, nie zas w btonie komérkowej, w zwiazku
z czym poczatkowo uwazano, ze jej funkcja jest raczej ogra-
niczona do reakcji akrosomalnej, niz do rozpoznania pomig-
dzy plemnikiem a komoérka jajowa. Jednakze wykazano, ze
reakcja wigzania pomigdzy plemnikiem a komorka jajowa
lub penetracji komorki jajowej przez plemnik byta znaczaco
obnizona, gdy mysie plemniki podczas reakcji kapacytacji
inkubowano z przeciwcialami antyzonadhezyny [105,106].
Biatko 10 plemnika (SP-10 — sperm protein 10) jest biat-
kiem swoistym jadrowo, pojawiajacym si¢ na spermatydach,
uczestniczacym w oddziatywaniach pomigdzy plemnikiem
i ostonka przejrzysta. Jednak SP-10 przypuszczalnie moze
takze odgrywac rolg¢ w oddziatywaniach plemnik-oolem-
ma [42]. Badania in vitro hamowania procesu zaptodnienia
za pomoca mono- i poliklonalnych przeciwciat anty-SP10
wykazaty znaczne obnizenie zdolnosci plemnikéw do po-
taczenia z oocytem, czego powodem byto obnizenie zdol-
nosci wiazania plemnika z ZP2 ostonki przejrzystej [23].

Uwaza sig, ze tratwy lipidowe odgrywaja role w agregacji
biatek o okreslonych receptorach, lecz budowa struktur mul-
timetrycznych, takich jak np. multimetrycznego kompleksu
rozpoznajacego ostonke przejrzysta (MZRC — multimeric
zona recognition complex), sugeruje istnienie wigkszej licz-
by czasteczek o wlasciwosciach agregacyjnych. W zwiazku
z powyzszym, wydaje sig¢ oczywistym, ze wiele czasteczek
biatek opiekuniczych (chaperons) jest umiejscowionych we-
wnatrz tratw lipidowych [78,87]. Czasteczki opiekuncze,
zwane tez biatkami szoku cieplnego (HSPs — heat shock
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proteins), odgrywaja dobrze poznana rol¢ posrednikow
w procesie faldowania bialka i kierowaniu go do miejsca
przeznaczenia, gromadzeniu multimetrycznych struktur
biatkowych oraz transporcie biatek przez btony [72]. Na
powierzchni plemnikéw ssakéw obecnych jest wiele biatek
opiekunczych, wsrdd ktérych sa tez biatka wykrywane we-
wnatrz bton (np. HSP9OB 1, HSPAS, HSPD1) [72]. Biatka
te, jako markery tratw lipidowych, nie tylko sa umiejsco-
wione w tym samym obszarze btony komérkowej plemni-
ka, ale wykazano takze, ze HSP90B1 i HSPD1 podlegaja
fosforylacji tyrozyny zwiazanej z kapacytacja, tj. modyfika-
¢ji potranslacyjnej niezbgdnej do zajscia tego procesu [4].

Na powierzchni ludzkich plemnikéw jest obecnych wie-
le biatek ztozonych, o duzej masie czasteczkowej, spo-
srod ktorych sa tez takie, ktore wykazuja powinowactwo
do ostonki przejrzystej [86]. Redgrove i wsp. [86] zidenty-
fikowali niektére ze sktadnikéw multimetrycznego prote-
asomu 20S oraz zawierajacy chaperoniny kompleks TCP-1
(CCT). Autorzy potwierdzili hipoteze, ze reakcja kapa-
cytacji prowadzi do gromadzenia si¢ i/lub uaktywnienia
ztozonych biatek multimetrycznych odpowiedzialnych za
posredniczenie w reakcji pomigdzy plemnikiem a oston-
ka przejrzysta [86]. Kompleks TCP-1 jest odpowiedzialny
za prezentacje, stabilizacj¢ i/lub gromadzenie si¢ czaste-
czek oddziatlujacych z ostonka przejrzysta, a takze moze
regulowaé tworzenie si¢ wieloczasteczkowych komplek-
sow biatkowych [41]. Proteasom 20S, to duzy kompleks
proteazowy odpowiedzialny za selektywna degradacje
ubikwitynowanych biatek [86], czyli takich, ktére w pro-
cesie ubikwitynacji zostaty ,,0znakowane” i przeznaczone
do degradacji [12]. W ten spos6b degradowane sa w cy-
toplazmie biatka nieprawidtowo zsyntetyzowane, Zle roz-
mieszczone w strukturach subkomaérkowych lub starzejace
si¢ [80]. Kompleksy proteasomowe moga by¢ réznorod-
nie aktywowane podczas dojrzewania plemnikéw i w ten
sposob przygotowywane do funkcjonalnej roli w oddzia-
tywaniu plemnik-komérka jajowa [86].

REAKCIA AKROSOMALNA

Reakcja akrosomalna, ostatni etap aktywacji gamety me-

skiej, jest niezbedna do pdZniejszej penetracji ostonki

przejrzystej przez plemnik i moze zachodzi¢ dzigki enzy-

mom akrosomalnym, uwalnianym w czasie tego procesu.

Reakcja akrosomalna przygotowuje réwniez plemnik do

fuzji z oolemma i moze by¢ indukowana przez ptyn pgche-

rzykowy, progesteron, oocyty oraz zwiazki chemiczne, ta-

kie jak jonofor Ca** [107]. Reakcje akrosomalna podzielié

mozna na trzy gtéwne etapy:

* fuzje plazmalemmy z zewngtrzna blong akrosomu i for-
mowanie pgcherzykéw akrosomalnych;

e uwalnianie enzyméw akrosomu;

* ekspozycje wewngtrznej btony akrosomalnej wraz z przy-
laczonymi do niej enzymami, giéwnie hialuronidaza
i akrozyna [32].

Plemnik, ktdry przeszedt przez proces kapacytacji, moze
wejs¢ w interakcje z komérkami wzgdrka jajonosnego
lub ostonka przejrzysta komérki jajowej [32]. Receptory
plemnika, takie jak biatko SP56, receptor dla ZP3 obecny
w akrosomie, czy p95 (protein 95) [68,90,113], po pota-
czeniu z ligandem ZP3 powoduja aktywacje fosfataz, ki-
naz tyrozynowych [5] oraz heterotrimerycznych biatek G,

ktére maja wptyw na wzrost pH wewnatrz plemnika [89].
Aktywacja powyzszych enzymdw oraz biatek powoduje na-
ptyw jonéw Ca** na skutek otwarcia kanatéw wapniowych
[83]. Dyfuzja Ca®* do wngtrza komorki jest przyczyng inak-
tywacji Na*-K*-ATP-azy i w efekcie gwattownego naptywu
jonéw Na* do wnetrza komérki. Dokomérkowy przyptyw
Na* wywotuje, za posrednictwem nosnika Na*/H*, wyplyw
jonéw H* i wzrost pH. Istnieje hipoteza, ze oprocz nosni-
ka Na*/H* na migracj¢ jondw H* ma wptyw takze proge-
steron. Hormon ten powoduje réwniez aktywacj¢ kanatow
CI" gamety mgskiej. Naptyw jonéw CI- do komérki pobu-
dza nosnik CI/HCO,", ktéry usuwa z komérki CI~ i pompu-
jejony HCO,™ do jej wnetrza [82]. Wzrastajace pH, przez
naptyw HCO,™ i wyptyw H*, aktywuje cyklazg adenylowa,
ktéra wytwarza cAMP. Cykliczny adenozynomonofosfo-
ran takze oddziatuje na wymiennik Na*/H* przez posred-
nig lub bezposrednia jego aktywacje. Wzrost pH wewnatrz
komorki plemnika powoduje aktywacje kanatléw CatSper
(cation channel of sperm) i naptyw jonéw Ca*'. Zmiana
pH aktywuje takze kanaty KSper (K* channel of sperm),
wypompowujace jony K* na zewnatrz komorki. Powstajaca
przez to hiperpolaryzacja blony komérkowej rowniez dzia-
a na kanaty CatSper i naptywajace nimi jony Ca>*. Jony
wapnia, ktére przemieszczaja si¢ do wnetrza gamety, po-
woduja aktywacje kalmoduliny i kinazy kalmodulinowej,
czego efektem jest wzrost wytwarzania adenozynotrifos-
foranu (ATP), fosforylacja biatek witki oraz zwigkszenie
wytrzymatosci plemnika i amplitudy uderzen witki, czyli
nabycie przez gamete zdolnosci do ruchu hiperaktywne-
2o (ryc. 1) [14]. Jony Ca?*, z udziatem lub bez kalmodu-
liny, wptywaja od wewnatrz na bton¢ plazmatyczng oraz
od zewnatrz na zewnetrzna btong akrosomu. Efektem jest
neutralizacja tadunku obu bton, co utatwia ich fuzje, kté-
ra zachodzi dzigki wiazaniu fosfolipidéw 1i ich rozdziato-
wi fazowemu. Aktywowane jonami Ca>* biatkowe fosfo-
lipazy, np. fosfolipaza A2, powoduja hydrolize sasiednich
fosfolipidow do lizofosfolipidéw i kwasu arachidonowe-
go [40]. Po przebudowie bton komérkowych jony Ca*
gromadza si¢, a jony H' opuszczaja wnetrze akrosomu.
Zachodzi przemiana nieaktywnej proakrozyny do enzy-
matycznie aktywnej akrozyny oraz uwolnienie enzyméw
akrosomalnych [68]. Akrozyna ma zdolno$¢ modyfikacji
innych biatek akrosomalnych, a takze zostata opisana jako
biatko wiazace ostonke przejrzysta [47].

Kontrolowany wyptyw przez kanaly jonowe magazyno-
wanego w akrosomie Ca?*, jest takze regulowany przez
substancje posredniczace, takie jak np. 1,4,5-trifosforan
inozytolu (IP3) [24,111]. U ssakéw receptory dla IP3 sa
obecne na zewngtrznej blonie akrosomu, a IP3 jest syn-
tetyzowany w odpowiedzi na kontakt z ostonka przejrzy-
sta lub progesteronem, po hydrolizie polifosfoinozytydow
i fosfatydylocholiny przez fosfolipaze C [82]. Zalezna od
IP3 mobilizacja Ca®** bezposrednio aktywuje fuzje jader
pecherzykéw in vitro, a uwolnienie wapnia z akrosomu
moze ponadto odgrywaé wazna rol¢ sprzyjajac wydarze-
niom zwiazanym z fuzja bton, a w rezultacie akrosomal-
nej egzocytozie [24,111].

PENETRACJA 0SLONKI PRZEJRZYSTE)

Plemnik, zanim zaptodni komérke jajowa, musi by¢ zdol-
ny do zwiazania si¢ z jej ostonka przejrzysta i jej penetracji
oraz ukoriczy¢ reakcje akrosomalng przed fuzja z oolemma
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Ryc. 1. Model aktywacji kanatow jonowych plemnika.
Jony HCO,™ naptywajac do wnetrza komarki
aktywuja rozpuszczalng cyklaze adenylowa
(sAC — soluble adenylyl cyclase). W efekcie
wzrasta synteza cAMP, ktdry posrednio lub
bezposrednio aktywuje wymieniacz jonowy
Na*/H* (NHX — Na*/H* exchange). W ten
sposéb wzrasta pH, aktywowane zostajq
kanaty CatSper i KSper. Dzieki kanatom KSper
nastepuje depolaryzacja btony komdrkowej,
ajony Ca**, naptywajace przez kanaty CatSper,
aktywuja kalmoduline (CaCaM — calmodulin)
i kinaze kalmodulinowa. Powoduje to
fosforylacje biatek witki, wzrost amplitudy jej
uderzen i stymuluje wytwarzanie ATP. W ten
sposdb zwieksza sie wytrzymatos¢ plemnika,
ktdry staje sie hiperaktywny (na podstawie
[75] zmodyfikowano)

[31]. Role w wiazaniu obu gamet odgrywaja glikoproteiny
ostonki: ZP3, ktéra indukuje reakcj¢ akrosomalng oraz ZP2
utrzymujaca powstale juz wiazanie [50,67]. Ganguly i wsp.
[36] wykazali, ze u cztowieka glikoproteina ZP1 uczestni-
czy w wigzaniu plemnikéw, ktére zakonczyly proces kapa-
cytacji oraz indukuje akrosomalng egzocytozg. U niektérych
gatunkéw, w tym takze u cztowieka, zidentyfikowano ZP4,
lecz jej rola ciagle pozostaje do wyjasnienia [60]. Yauger
i wsp. [119] w badaniach na myszach wykazali, ze obec-
nos¢ ZP4 niewystarczajaco wspomaga reakcje oddziaty-
wania plemnika z ostonka przejrzysta, w zwiazku z czym
do rozpoznania gamet sg potrzebne takze inne glikoprote-
iny. Na penetracj¢ ostonki przez gamete meska maja wpltyw
takze ruchomos¢ witki, ktéra zwigksza si¢ w czasie kapa-
cytacji oraz obecnos¢ akrozyny aktywowanej w czasie re-
akcji akrosomalnej [2]. Przez wiele lat sadzono, ze enzym
ten niezbedny jest do penetracji ostonki przejrzystej, jed-
nak udowodniono, ze nawet plemniki pozbawione akrozy-
ny zdolne sa do zaptodnienia oocytu [117], aczkolwiek brak
akrozyny sprawia, ze penetracja ostonki jest utrudniona [2].
Istnieja takze inne enzymy, ktére moga bra¢ udziat w pene-
tracji ostonki: jadrowa proteaza serynowa 5 (TESPS — testi-
cular serine protease 5), zakotwiczona w btonie plemnika
[45], oraz skladajacy sig¢ z wielu podjednostek proteolitycz-
ny holoenzym proteasomowy, znajdujacy si¢ w akrosomie
[104]. W czasie penetracji macierz akrosomu jest stopnio-
wo rozpraszana, a ruch plemnika pozbawia go biatek, znaj-
dujacych si¢ na jego powierzchni (ryc. 2). Odstaniaja sig
wowczas ,,nowe” biatka akrosomu, przylegajace do kolej-
nych, glgbszych powierzchni ostonki. Plemnik tworzy so-
bie droge, dosiggajac kolejnych czgsci ostonki przejrzy-
stej, jednoczesnie ,,pozbywajac si¢” biatek akrosomu [38].

Fuzia PLEMINIKA 1 KOMORKI JAJOWE])

Adhezja i fuzja gamet dotycza réznych regionéw bton ko-
moérkowych. Fuzja wizualnie przypomina fagocytoze [94]
i zachodzi w réwnikowej czgsci gtéwki plemnika, pod-
czas gdy wierzcholek, ograniczony przez wewngtrzna blo-
n¢ akrosomalna, wlaczany jest w pecherzyk pochodzacy

z oolemmy [9]. Dochodzi do elongacji mikrokosmkéw
z oolemmy poza wierzcholek giéwki plemnika i ich po-
laczenia z wewngtrzng blona akrosomalna [9]. Nastgpnie
plemnik zostaje wchionigty, a uderzenia witki ustaja wraz
z fuzja blon komérkowych, poniewaz nie sa niezbgdne do
wchlonigcia gléwki plemnika przez oocyt [8].

Potaczenie gamet zachodzi bezposrednio po penetracji ZP
i uczestniczy w niej plemnik, ktéry ulegt reakcji akroso-
malnej [100]. To, ze jedynie plemnik, ktéry zakonczy? re-
akcje¢ akrosomalng jest zdolny do fuzji z komodrka jajowa
wskazuje na to, ze plemnikowe antygeny sa ekspresjono-
wane lub aktywowane wytacznie po zakoriczeniu reakcji
akrosomalnej. Wiele antygenéw plemnikowych, jak np.
Mn9, CD46 i glikoproteina Izumo, ulega aktywacji dopie-
ro po zakonczeniu reakcji akrosomalnej [50].

Do grupy zwiazkéw uczestniczacych w fuzji plemnika
z oolemma naleza integryny oraz ich receptory gliko-
proteinowe, znajdujace si¢ na powierzchni komorek or-
ganizmu, biorace udzial w oddziatywaniach migdzy nimi.
Zmiany wilasciwosci adhezji komérek wiaza sig bezposred-
nio ze zmianami ekspresji integryn na ich powierzchni,
a receptory dla integryn odgrywaja réwniez rolg w pro-
cesach zwigzanych z zaptodnieniem. Pod wzglgdem che-
micznym integryny sa glikoproteinowymi heterodimera-
mi, zbudowanymi z podjednostek o i 3. Na N-koricu obu
podjednostek znajduje si¢ region taczacy integryng z li-
gandem, a pojedyncza integryna moze wiazaé wigcej niz
jeden ligand. Najwczes$niej opisanym wiazaniem bylo po-
laczenie integryny z sekwencja aminokwasowa RGD (Arg-
Gly-Asp), ktéra obecna jest w fibronektynie i witronekty-
nie [8]. Adhezja z udzialem integryn nie jest wylacznie
dzialaniem mechanicznym. Ma znaczenie w przekazy-
waniu sygnatu z komérki na zewnatrz oraz z otoczenia
do komérki. Przyktadami przekazu sygnatu dokomérko-
wego jest dziatanie antyportera Na*/H*, naptyw jonow
Ca? [14] i fosforylacja tyrozyny w grupie biatek cyto-
plazmatycznych [32,76]. Funkcja integryn w procesie za-
ptodnienia jest umozliwienie wzajemnej adhezji gamet.
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Ryc. 2. Schemat przebiegu reakgji akrosomalnej. W reakji akrosomalnej
nastepuje fuzja btony komdrkowej i zewnetrznej akrosomu (1).
W drugim etapie reakcja akrosomalna jest zakoriczona. Macierz
akrosomu jest rozpraszana, a ruch plemnika pozbawia go biatek
powierzchniowych (I1). W kolejnym etapie gtéwka plemnika
jest otoczona tylko wewnetrzng btong akrosomalna. Tak
przygotowany plemnik jest gotowy do potaczenia sie z komérka
jajowa (II); a — pory; b — wydostajaca sie zawartos¢ akrosomu;
¢ — wewnetrzna btona akrosomu; d — zawarto$¢ akrosomu
(enzymy); e — zewnetrzna btona akrosomu; f — btona komérkowa;
g — biatka akrosomu, odrywajace sie podczas penetragji; h —
region postakrosomalny; 1— gtdwka; 2 — szyjka; 3 —wstawka [38]

Btona komérkowa oocytu zawiera receptory integrynowe,
rozpoznajace fibronektyne i witronektyne, ktére obecne
sg na btonie komoérkowej plemnika. Fibronektyna ulega
ekspresji na powierzchni plemnika w czasie kapacytacji
[35], natomiast witronektyna syntetyzowana jest pod-
czas spermatogenezy i obecna jest na wewngtrznej btonie
akrosomalnej [11]. Antagonistycznie do integryn dziata-
ja dezintegryny, peptydy izolowane z jadu gadéw, maja-
ce wysokie powinowactwo do integryn. Jedna z nich jest
echistatyna, ktéra blokujac funkcje adhezyjng integryn
RGD-zaleznych, hamuje adhezj¢ plemnikéw do oocytu,
lecz nie wptywa na penetracje gamet juz zwiazanych [8].

Integryny nie sa jedynymi czynnikami, ktére maja wplyw na
interakcj¢ migedzy gametami. W oolemmie ssakéw odnale-
ziono takze receptor Fcy, rozpoznajacy fragment Fc immu-
noglobuliny G (IgG) [10], receptor C1q dla biatek uktadu do-
petniacza [34] oraz receptor CR3 [3]. Na plemniku po zajsciu
reakcji akrosomalnej, na wewngtrznej btonie akrosomalne;j,

prezentowany jest natomiast antygen CD46 [17]. Sugeruje
si¢ takze rolg sktadnika dopetniacza C3b jako biatka facza-
cego antygen CD46 plemnika z receptorem CR3 oolemmy
[3]. Adhezja i fuzja gamet ma takze zwigzek z ekspresja na
powierzchni plemnika fertyliny, heterodimerycznej gliko-
proteiny nalezacej do grupy biatek transportowych ADAM
(a disintegrin and metalloproteinase domain) zawierajacych
domeng dezintegryny i metaloproteinazy [7]. Kolejnym
czynnikiem uczestniczacym w fuzji gamet jest tetraspanina
CD9, biatko obecne na powierzchni komérki jajowej, nie-
zbgdne w procesie zaptodnienia [70]. Wykazano, ze u my-
szy pozbawionych CD9 fuzja gamet nie jest mozliwa [50].

BLOKADA POLISPERMII

Pierwszy z kolejno nastgpujacych po sobie mechanizméw
zapobiegajacych polispermii, zachodzacy w jajowodach,
polega na zatrzymywaniu plemnikéw poprzez ich wiaza-
nie przez komoérki nabtonkowe znajdujace si¢ w korco-
wym regionie cie$ni, co prowadzi do obnizenia ich zdol-
nosci do poruszania si¢ oraz skrécenia czasu ich przezycia
[25,102]. Mechanizm ten pozwala na uniknigcie masywne-
g0, jednoczesnego naptywu plemnikéw w poblize oocytu
[25]. Po pierwszym kontakcie z plemnikiem, komérka ja-
jowa ssakéw uruchamia dwa rézne typy reakcji zapobie-
gajacych polispermii. Pierwszy z nich, najszybszy, bloku-
je polispermig przez depolaryzacj¢ blony oocytu, ale nie
jest obserwowany u ssakéw. U ssakéw nastgpuje wolniej-
sza i stabsza, ale dobrze scharakteryzowana reakcja, naj-
prawdopodobniej wzmacniajaca sygnalizacje poprzez Ca*
[37] oraz reakcja ostonki przejrzystej, proces tzw. powolne-
go bloku polispermii, potggujaca egzocytoze ziaren koro-
wych umieszczonych w cytoplazmie komoérki jajowej [25].
Egzocytoza ziaren korowych jest wywotana przez wahania
oscylacji Ca** indukowane przez potaczone z komérka ja-
jowa plemniki i jak dotad uwazana jest za najwazniejszy
mechanizm zalezny od komérki jajowej odpowiedzialny za
blokadg polispermii u wigkszosci ssakéw domowych [25].
Otwierane sa kanaly wapniowe i jony Ca®* wnikaja do ko-
morki jajowej z przestrzeni pozakomoérkowej oraz uwal-
niane sa z czgsci gtadkiej retikulum endoplazmatycznego
[67]. Jeden lub wigcej receptoréw na powierzchni oocy-
tu polaczonych jest z biatkami G lub kinaza tyrozynowa
[71], a rozpuszczalny czynnik plemnikowy (SSF — solu-
ble sperm factor) po iniekcji do cytoplazmy oocytu powo-
duje ich aktywacje [26]. Wzrost iloSci jonéw wapnia we-
wnatrzkomoérkowego warunkuje dezaktywacje czynnika
cytostatycznego (CSF — cytostatic factor), utrzymujace-
go oocyt w stadium metafazy I, oraz czynnika promuja-
cego fazg M (MPF — maturation/mitosis promoting fac-
tor). Aktywacja oocytu wskutek naptywu jonéw wapnia
powoduje takze zajscie reakcji korowej. W czasie tej re-
akcji nastgpuje fuzja ziarnistosci korowych z btona ko-
morki jajowej i uwolnienie z nich proteaz do przestrzeni
okotozéttkowej. Uwolnienie proteaz przebiega jako egzo-
cytoza, ktérej skutkiem jest zmiana fizycznych i chemicz-
nych wlasciwosci ostonki przejrzystej, dzieki czemu sta-
je si¢ ona nieprzepuszczalna dla innych plemnikéw [67].
Kolejne etapy procesu zaptodnienia przedstawia ryc. 3.

ROLA GLIKOPROTEIN W PROCESIE ZAPLODNIENIA

Procesowi zaptodnienia towarzyszy wiele reakcji bio-
chemicznych, w ktérych niebagatelna rol¢ odgrywaja
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Ryc. 3. Gtdwne etapy procesu zaptodnienia. Akrosom
gamety meskiej zawiera wiele enzyméw
hydrolitycznych. W drogach rodnych kobiety
plemniki ulegaja kapacytaji, ktéra umozliwia
zajécie reakcji akrosomalnej. W poblizu komdrki
jajowej, najprawdopodobniej na skutek
stymulaji przez komérki wierica promienistego
oraz ostonke przejrzysta, plemnik uwalnia
zawarto$¢ akrosomu w procesie egzocytozy
i dochodzi do penetragji ostonki przejrzystej.
Z ostonka przejrzysta t3cza sie wytacznie
plemniki, ktdre ulegty reakcji akrosomalnej,
aich zdolnos¢ do penetracji nie trwa zbyt dtugo.
Komorki wierica promienistego zawieraja
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glikoproteiny obecne w nasieniu. Obecno$¢ glikanéw umoz-
liwia glikoproteinom uczestnictwo w oddziatywaniach mig-
dzykomérkowych, w tym takze migdzy gametami [18].

Znana i wazna glikoproteing jest fibronektyna (FN), ktéra
bierze udzial w wielu oddziatywaniach migdzykomérko-
wych, petnigca funkcje adhezyjne [116], bedaca waznym
sktadnikiem tkanki tacznej oraz wielu ptynéw ludzkiego
organizmu, w tym réwniez plazmy nasienia [115]. Dzigki
obecnosci wielu domen fibronektyna jest zdolna do wia-
zania heparyny, fibryny, fibrynogenu, kolagenu, IgG oraz
biatka dopetniacza Clq [81]. Fibronektyna wystgpujaca
w plazmie nasienia jest wytwarzana przez gruczoty dodat-
kowe i wydzielana do kanalikow najadrza, skad péZniej do-
staje si¢ do ptynu nasiennego [115]. Obecna na powierzch-
ni plemnika fibronektyna, w chwili uszkodzenia gamety
zostaje uwalniana, co objawia si¢ wzrostem jej st¢zenia
w plazmie nasienia. Tuz po ejakulacji dimery fibronekty-
ny wraz z semenogeling tworza w plazmie nasienia struk-
turg zelu [46]. Podczas uptynniania nasienia fibronekty-
na jest fragmentowana przez antygen swoisty dla prostaty
(PSA — prostate specific antygen) [62], a oznaczanie stgze-
nia fibronektyny przed liza jest dodatkowym wskaznikiem
ptodnosci meskiej [46]. Obecnos¢ fragmentéw FN w pla-
zmie nasienia ludzkiego wykazaly takze badania Katnik-
Prastowskiej i wsp. [54], niezaleznie od wynikéw standar-
dowego badania nasienia, przy jednoczesnym catkowitym
braku postaci natywnej FN. Zaobserwowano, ze w patolo-
gicznych plazmach nasienia obecne byty fragmenty o ma-
sach czasteczkowych mieszczacych sie¢ w granicach 60—
120 kDa, w przeciwienistwie do normozoospermicznych
plazm nasienia, w ktérych dodatkowo obecne byly frag-
menty FN o masach 125-200 kDa [54].

Badania Katnik-Prastowskiej i wsp. [53] dotyczace stop-
nia i profilu glikozylacji fibronektyny obecnej w plazmie
nasienia ludzkiego, wykazaly istnienie zaleznosci pomig-
dzy wzrostem st¢zenia FN a spadkiem ekspresji koncowe-
go kwasu sjalowego przytaczonego zaréwno wigzaniem
02,3, jak i 02,6. Usjalowane glikokoniugaty maja zdolnos¢
ochraniania czg$ci polipeptydowej przed dziataniem enzy-
mow proteolitycznych, szczegdlnie miejsc o znaczeniu funk-
cjonalnym. Odsjalowane glikoproteiny z odstonigta reszta

galaktozy lub N-acetylogalaktozoaminy, sa szybko usuwa-
ne z organizmu przez receptory swoiste dla asjaloglikopro-
tein, obecne m.in. na plemnikach [52]. Niebagatelng role
w procesach biochemicznych zachodzacych w ludzkim or-
ganizmie odgrywa takze stopien i profil fukozylacji gliko-
protein. Fukozylowane struktury cukrowe typu Lewis* i/lub
LewisY biora udziat w interakcji i wiazaniu gamet, tym sa-
mym przyczyniajac si¢ do zaptodnienia [18]. Kratz i wsp.
[59] wykazali po raz pierwszy dla FN plazmy nasienia eks-
presje UEA-reaktywnej fukozy na jej glikanach, co moze su-
gerowac obecnos¢ struktur cukrowych typu Lewis'. Analiza
stopnia i profilu glikozylacji FN obecnej w plazmie nasienia
ludzkiego wykazata charakterystyczny dla grupy pacjentéw
z leukocytospermia spadek stopnia fukozylacji rdzeniowe;j
(fukoza a1,6) oraz dystalnej (fukoza 1,2 i a1,3) z jedno-
czesnym wzrostem ekspresji koficowego kwasu sjalowego
przylaczonego zaréwno wigzaniem 02,3, jak i 02,6 [59].
W przypadku podwyzszonego st¢zenia FN, obserwowano
nieprawidlowosci w parametrach nasienia, np. niewielka
ruchliwos¢ plemnikéw [46]. Jednakze oprécz fibronekty-
ny, na nieprawidtowe wyniki standardowej oceny nasienia
maja wptyw réwniez inne czynniki, takie jak np. stany za-
palne, a rola fibronektyny w procesie zaptodnienia nie zo-
stala jeszcze do korica poznana [115].

Semenogelina (Sg), gtéwne biatko odpowiedzialne za ko-
agulacj¢ nasienia, jest syntetyzowana w pecherzykach na-
siennych, a nastgpnie na skutek dziatania antygenu swo-
istego dla prostaty ulega fragmentacji podczas procesu
uplynniania nasienia. Powstate fragmenty o réznych funk-
cjach fizjologicznych, takich jak np. transportowanie jonéw
cynku, aktywnos$¢ antybakteryjna, czy tez aktywowanie hia-
luronidazy, odgrywaja wazna rol¢ w regulacji nabywania
przez plemniki zdolnosci do procesu kapacytacji oraz do
ruchu postgpowego [27,101]. Natywna semenogelina naj-
prawdopodobnie;j jest odpowiedzialna za spowolnienie ruchu
plemnikéw poprzez ich aglutynacje¢. Mechanizm dziatania
semenogeliny nie jest w petni poznany, jednak niewtasci-
wa jej degradacja wptywa na obnizenie megskiej ptodnosci.
Semenogelina oraz jej fragmenty blokuja proces kapacy-
tacji oraz towarzyszacych mu mechanizméw w stezeniach
znacznie nizszych, niz te obserwowane w plazmie nasienia
i moga odgrywac wazna rol¢ w zapobieganiu przedwczesnej
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kapacytacji. Efekt dzialania Sg zalezy od czasu i stopnia
proteolizy przez PSA, a kazda zmiana moze wptyna¢ na
fizjologi¢ nasienia i meska ptodnosé [27].

Kolejna wazna glikoproteing plazmy nasienia jest o1-kwa-
$na glikoproteina (AGP), jedno z biatek ostrej fazy. Poland
i wsp. [85] wykazali, ze AGP plazmy nasienia ma wigk-
szg masg czasteczkowa niz AGP osocza krwi (odpowied-
nio: 47 1 43 kDa), co wynika z jej odmiennej struktury
oligosacharydowej. Ponadto wykazano istnienie zalezno-
Sci pomiedzy stopniem glikozylacji AGP a jej stgzeniem
w plazmie nasienia ludzkiego [85]. W plazmach nasie-
nia o fizjologicznych st¢zeniach AGP dominowaty glika-
ny dwuantenowe, z fukoza przytaczona wiazaniem 1,3
do GlcNAc i koicowym kwasem sjalowym przytaczonym
zar6wno wiazaniem 02,3, jak i a2,6 [58]. Plazmy nasie-
nia o ekstremalnie wysokich stgzeniach AGP charaktery-
zowaly si¢ przewaga glikanéw tréj- i czteroantenowych,
o niskiej zawartosci fukozy wchodzacej w sktad struktur
Lewis* oraz stabej reaktywnosci ze sjaloswoistymi lekty-
nami, szczegdlnie z lektyna z Maackia amurensis swoista
wobec kwasu sjalowego przylaczonego wiazaniem 02,3
[58]. Wykazano takze istnienie zwiazanych ze st¢zeniem
réznic w typie fukozylacji. Zaobserwowano, ze wraz ze
wzrostem stezenia AGP spada ekspresja fukozylowanych
struktur oligosacharydowych typu Lewis*, natomiast poja-
wiaja sie fukozylowane struktury typu Lewis?, nieobecne
w plazmach nasienia o niskich st¢zeniach AGP [85]. Kratz
i wsp. [59] wykazali takze, ze glikany AGP plazmy nasie-
nia oprécz ekspresji fukozy charakterystycznej dla struktur
typu Lewis* i Lewis?®, charakteryzuja si¢ obecnoscia fukozy
UEA-reaktywnej, co moze Swiadczy¢ o obecnosci struktur
cukrowych typu LewisY [59]. Analiza profilu i stopnia gli-
kozylacji AGP w plazmach nasienia pochodzacych od pa-
cjentéw z leukocytospermia wykazata wzrost ekspresji koni-
cowego kwasu sjalowego przytaczonego wigzaniem 02,3,
z jednoczesnym wzrostem ekspresji LTA-reaktywnej fuko-
zy struktur oligosacharydowych typu Lewis*, w poréwna-
niu z pacjentami normozoospermicznymi [59].

Glikoproteina modulujaca funkcje plemnikéw w drogach
rodnych kobiety jest glikodelina, ktéra dzigki obecnosci na
jej powierzchni glikanéw typu ztozonego uczestniczy w pro-
cesach biologicznych zwiazanych z reprodukcja cztowieka
oraz w reakcjach immunologicznych [96,120]. W plazmie
nasienia ludzkiego obecna jest jedna z czterech glikoform
glikodeliny — glikodelina S, ktdrej wysokie st¢zenie oraz
duza kinetyka wigzania umozliwia jej szybkie oddziatywa-
nie na plemniki [19]. Rola glikodeliny S polega na hamowa-
niu indukowanego przez albuming wyptywu cholesterolu
z plemnikéw [19,120]. Z uwolnieniem cholesterolu z bto-
ny komoérkowej plemnikéw zwiazany jest proces kapacy-
tacji [110], a hamujace dziatanie glikodeliny S na wyptyw
cholesterolu najprawdopodobniej zapobiega przedwczesnej
kapacytacji, przed wniknigciem plemnika do jamy maci-
cy. Ma to duze znaczenie, gdyz zdolnos¢ ludzkich plem-
nikéw do zaptodnienia ulega obnizeniu w ciagu kilku go-
dzin od kapacytacji, przez co traca one zdolnos¢ do reakcji
akrosomalnej indukowanej przez ostonke przejrzysta [22].
Zwiazana z plemnikami glikodelina S jest usuwana pod-
czas przechodzenia plemnikéw przez Sluz szyjkowy [19].
Jakkolwiek plazma nasienia nie zawiera albuminy, to ptyn
macicy zawiera jej duzo. Usuwanie glikodeliny S umozli-
wia albuminie obecnej w jamie macicy inicjacj¢ kapacytacji

plemnikéw wnikajacych do macicy [120]. Deglikozylowana
glikodelina S nie ma wtasciwosci hamujacych reakcje ka-
pacytacji, a wrecz przeciwnie, stymuluje go, co potwier-
dza znaczenie glikozylacji w tym procesie [96].

Innymi glikoproteinami uczestniczacymi w procesach zwia-
zanych z zaplodnieniem sa immunoglobuliny i tak np. im-
munoglobulina G (IgG) oraz immunoglobulina A (IgA),
skierowane przeciw Chlamydia trachomatis, moga wpty-
wac niekorzystnie na jakos$¢ spermy [49]. Jedna z przyczyn
autoagresji jest niedrozno$¢ drég wyprowadzajacych nasie-
nie. Przyktadem moga by¢ mezczyzni poddani zabiegowi
wazektomii — az u 70% pacjentéw obecne byty przeciwciata
przeciwplemnikowe [20]. Najczesciej wykrywanymi w su-
rowicy przeciwciatami przeciwplemnikowymi sa IgG, moga
jednak pojawiac sig takze IgA [123]. Immunoglobuliny kla-
sy A i G obecne w nasieniu skierowane moga by¢ m.in.
przeciw antygenowi zaptodnienia (FA-1 — fertilization an-
tigen 1). Przeciwciala te optaszczajac powierzchnig plem-
nikéw moga powodowac ich aglutynacje lub inhibicj¢ ka-
pacytacji czy tez reakcji akrosomalnej [93]. Przyktadem
moze by¢ przeciwciatlo monoklonalne AcrCSF10, nalezace
do immunoglobulin klasy G, ktére moze hamowac akty-
wacje proakrozyny, jej wiazanie z ZP2 ostonki przejrzyste;j
oraz reakcje akrosomalng [109]. Przeciwciata wytwarzane
w drogach rodnych kobiety moga unieruchamia¢ plemni-
ki, zakt6cac procesy zaptodnienia, a takze hamowac prze-
bieg reakcji nastgpujacych po zaptodnieniu [97]. Wysokie
stgzenia IgG i IgA uczestniczacych w aglutynacji plemni-
kéw, nieprawidtowosci w budowie gléwki plemnika oraz
znacznie nizsze stgzenie biatek akrosomalnych, cz¢sciej ob-
serwuje si¢ u pacjentéw z nieprawidtowymi parametrami
nasienia, niz u pacjentéw normozoospermicznych [108].

Ekspresja niektérych glikoprotein, jak np. Izumo, niezbedna
jest do fuzji gamet [44,50]. Izumo, to powszechnie wyste-
pujaca, specyficzna glikoproteina btonowa, zlokalizowana
w rejonie akrosomu. Zawiera ona jedna domeng zewna-
trzkomoérkowa, ktora sekwencja aminokwasowa przypo-
mina immunoglobuliny oraz przypuszczalnie jedno miej-
sce glikozylacji. Przeciwciata skierowane przeciw jednemu
z segmentOw biatka Izumo, mimo Ze nie maja wptywu na
ruchliwo$¢ plemnika, utrudniaja zespolenie gamet, a sto-
pient zahamowania fuzji plemnika z oolemma jest propor-
cjonalny do ich st¢zenia. Ponadto wyzej wspomniany seg-
ment biatka [zumo ma zdolno$¢ zmniejszania reaktywnosci
skierowanych przeciw niemu przeciwcial. Ze wzgledu na
swoistos¢ ekspresji biatek Izumo na btonie plemnikéw i ich
istotnej roli w procesie fuzji plemnika do komoérki jajowe;j,
biatka te moga si¢ sta¢ nowym antygenem wykorzystywa-
nym w immunoantykoncepcji [112].

PobpsumowaNIE

Oddzialywanie gamet jest skomplikowana reakcja, w kt6-
ra zaangazowanych jest wiele czynnikéw i mechanizmoéw,
a ich poznanie ma wartos¢ nie tylko merytoryczna, ale
rowniez praktyczna. W rzeczywistosci role odgrywaja
zaréwno czynniki makro- jak i mikroskopowe. Stwarza
to ogromne mozliwosci diagnostyczne, co jest tym cen-
niejsze, ze idiopatyczne przyczyny nieptodnosci stanowia
wciaz spory odsetek sposréd pozostatych, znanych przy-
czyn. Na kazdym etapie zaptodnienia, tj. podczas kapacy-
tacji plemnikéw, rozpoznania gamet, reakcji akrosomalnej,
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penetracji ostonki przejrzystej, fuzji gamet czy blokady po-
lispermii, moze si¢ zdarzy¢ reakcja niefizjologiczna, ktéra
moze staé si¢ przyczyna niemoznosci poczecia dziecka.

PismiennicTwWo

W rzeczywistosci na nieptodnos¢ sktada si¢ wiele bardzo
ztozonych proceséw, ktére niejednokrotnie trudno w pet-
ni zdiagnozowac.
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