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Wprowadzenie

Magazynowanie nasienia w narzadach rozrodczych samicy zachodzi u wigkszo-
sci krggowcow, u ktorych wystepuje zaptodnienie wewnetrzne. U niektérych gadow,
plodne plemniki s3 w ten sposéb magazynowane przez lata [12, 14]. U ptakéw maga-
zynowanie plemnikéw w specjalnych gruczotach w narzadach rozrodczych samicy
trwa w zalezno$ci od gatunku nawet wiele tygodni [4].

U wigkszosci ssakow regulq jest krotki okres przechowywania nasienia [13], cho-
ciaz u torbaczy plemniki moga by¢ przechowywane przez wiele dni [37], a u niektorych
nietoperzy przez wiele miesiecy [35]. Zjawisko to byto szczegdtowo badane u chomika,
szczura, myszy, krélika, owcy, krowy, lochy, klaczy 1 u czlowieka [2, 8, 11, 21, 24, 25,
33, 34, 38, 39, 40, 41, 42]. U tych ssakow wkrotce po akcie kopulacyjnym, plemniki
przechodza przez polaczenie maciczno-jajowodowe 153 zatrzymane w ciesni jajowodu,
gdzie tworzy si¢ ich funkcjonalny rezerwuar. W czasie bliskim owulacji niewielka czgs¢
plemnikow jest uwalniana i osiaga miejsce zaptodnienia w bance jajowodu.

Rezerwuar plemnikéw moze spetniaé nastgpujace funkcje:

— utrzymywacé zdolnos¢ plemnikéw do zaptodnienia az do momentu owulacji;

— zapobiega¢ polispermicznemu zaptodnieniu poprzez uwalnianie niewielu plem-
nikow w czasie odpowiednio dobranym do pobytu oocytu w bance jajowodu;

— regulowac¢ fizjologiczny stan plemnikow;

— spemiaé role selekcji plemnikéw z zachowanymi strukturami morfologicznymi

1 stabilng chromatyna.
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Tworzenie funkcjonalnych rezerwuarow plemnikow moze stuzy¢ udoskonaleniu
zaptodnienia 1 p6zniejszego rozwoju embrionalnego. Mozna si¢ spodziewac, ze wie-
dza na temat sposobu magazynowania plemnikéw oraz ich uwalniania pozwoli stero-
wac doborem metod polepszajacych zdolnos¢ zaptadniajaca podczas sztucznego una-
sieniania oraz wybiera¢ nasienie wartosciowych samcow.

Powstawanie rezerwuarow plemnikow

U bydla, aby skutecznie zaptodnic¢ jedynie jeden oocyt, trzeba droga sztucznej in-
seminacji wprowadzi¢ miliony plemnikow. Z nich zaledwie tysiace osiagna ciesn ja-
jowodu. Wiele plemnikow w trakcie tej wedrowki zostaje zatrzymanych 1 unierucho-
mionych w specjalnych miejscach, az do momentu owulacji.

Gdy plemniki osiagna jajowod, sa zmuszone do pokonania jego waskiego Swiatla
wyscielonego sluzéwka. Rozgatezione faldy sluzowki tworza kanaly, ktore czg¢sto
koncza si¢ slepo. Waskie kanaty i gesty $luz — zbudowany z substancji mukopolisa-
charydowych — opdzniaja ruch plemnikéw zwigkszajac ich kontakt z nablonkiem slu-
zOwKki, co sprzyja przyleganiu. Takie przyleganie obserwowano in vitro u ludzi 3],
bydta [44], koni [47], $wini [45], owcy [21] a takze u myszy [42] i chomikow [41].
Plazmolemma segmentu akrosomowego wiaze sie z rzeskami komoérek nabtonka (np.
u bydta i $wini) albo mikrokosmkami komorek bezrzeskowych [11, 23, 28, 45].

Rezerwuary plemnikow u ptakow maja postac specjalnych gruczotéw, a ich budo-
wa zostala opisana przez Baksta u kury i indyczki [4, 5]. Sa to pojedyncze gruczoty
cewkowe, ktorych swiatto wysciela jednowarstwowy nabtonek walcowaty zbudowa-
ny z dwoéch typow komorek: orzgsionych i nieorzesionych. Nabtonek z komorkami
orzgsionymi ograniczony jest tylko do obszaru ujscia gruczotu, w obrebie jego swiatla
wystepuja tylko komorki nieorzesione. Blona plazmatyczna komoérek nablonka
swiatla gruczotéw tworzy liczne mikrokosmki. Plemniki w takim gruczole sa

miejsce wigzania si¢ plemnikéw
Z nablonkiem jajowodu

macica Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie miejsca
powstawania rezerwuaru plemnikéw u ssakow
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rozmieszczone w koncowej czesci, tworzac zwarte wiazki z réwnolegle utozonymi
gtowkami skierowanymi do podstawy. Witki upakowanych w ten sposob plemnikéw
wykonuja wolne i synchroniczne ruchy.

Molekularny mechanizm wigzania plemnikow

Dowody na to, jakie czasteczki chemiczne sa zaangazowane w wigzanie plemni-
kow w jajowodzie zgromadzono na podstawie do§wiadczen nad kompetycyjnym ha-
mowaniem takiego wiazania z uzyciem glikokonjugatéw. Na przykiad wiazanie
plemnikow ze sluzéwka jajowodu chomika hamuje fetuina [9]. Komponentem fetu-
iny odpowiedzialnym za kompetycyjne hamowanie wiazania plemnikéw okazat S1¢
kwas sjalowy, ktory wystepowal na terminalnych resztach oligosacharydowych fetu-
iny. U klaczy [28] wigzanie si¢ plemnikéw z nabtonkiem jajowodu bardziej skutecz-
nie hamowala asjalofetuina, a gléwnym cukrem odpowiedzialnym za ten efekt byta
galaktoza. U $wini za wigzanie odpowiadaja biatka plazmy nasienia z rodziny sper-
madhezyn. Maja one niski cigzar molekularny (12—16 kDa) i pokrywaja powierzchnie
plemnika w momencie kontaktu z plazma nasienia. Spermadhezyna AQN-1 ma powi-
nowactwo do mannozy, ktéra zakotwicza plemniki w rezerwuarze jajowodu [48, 49].

U bydta, wiazanie plemnikéw z nabtonkiem jajowodu bylo specyficznie bloko-
wane przez fukoidan, a zwlaszcza jego skiadnik — fukoze [29]. Co wiecej, fukoza
w potaczeniu (o 1-4) z N-acetyloglukozamina, podobnie jak w trisacharydach Lewi-
sa grup krwi (Le®), jeszcze silniej hamowata wiazanie plemnikow [46]. Wykryto, ze
czasteczki zawierajace fukoze wystepuja takze na powierzchni nablonka jajowodu
u bydta. W badaniach tych zastosowano lektyny wiazace fukoze z Lotus tetragonolo-
bus (LTL) oraz z Ulex europeus (UEA-1) [7, 29]. Z kolei czasteczki majace zdolnosé
do wigzania fukozy zostaty stwierdzone na powierzchni plemnikéw buhaja przy uzy-
ciu fluorescencyjnej fukozy oraz neoglikoproteiny Le’, ktérymi znaczono zywe plem-
niki w rejonie akrosomu [36, 46]. Traktowanie nablonka jajowodu fukozydaza
wptywato na obnizenie ilosci zwigzanych plemnikéw. Niektore lektyny ssakow wy-
magaja jonéw Ca** w celu zwiazania weglowodanowego ligandu. W przypadku usu-
nigcia jonéw Ca®* za pomoca EGTA, plemniki buhaja réwniez tracity zdolnos¢ wigza-
nia si¢ z nabtonkiem jajowodu [46].

W celu zidentyfikowania biatka obecnego na powierzchni plemnikéw buhaja,
ktdére odpowiadato za wigzanie si¢ plemnikéw z nabtonkiem jajowodu, zastosowano
kolumne powinowactwa wypetniona neoglikoproteing Le®. Zwiazane bialko byto elu-
owane za pomoca fukozy i EGTA [26]. Na podstawie sekwencji aminokwasowe;j,
biatko to zidentyfikowano jako PDC-109, zwane réwniez BSP-A1/A2. Jest ono, jak
wiadomo, wydzielane przez gruczoly pecherzykowe w ilosci 15-20 mg/ml i ulega
zwigzaniu z powierzchnia plemnikéw podczas ejakulacji [32]. Odkrycie, ze biatko to
jest sktadnikiem plazmy nasienia, wyjasnia, dlaczego plazma nasienia blokuje
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zdolnos¢ plemnikow do wiazania fukozy [36]. Obecnos¢ nadmiaru biatka PDC-109
w plazmie nasienia nie pozwala plemnikom buhaja na wigzanie si¢ z fukozylowanymi
czasteczkami nabtonka nizszych rejonéw narzadow rozrodczych samicy.

Uwalnianie plemnikow z rezerwuarow

Kiedy badano przezywanie plemnikow wewnatrz jajowodu myszy [10], zaobser-
wowano, ze tylko plemniki, ktére przeszty proces hiperaktywacji, sa w stanie uwolnié
si¢ z nabtonka jajowodu. Do$wiadczenie przeprowadzone in vitro z kapacytowanymi
za pomoca heparyny plemnikami buhaja wykazato, ze po kapacytacji znacznie mniej
plemnikéw wiazalo si¢ ze skrawkami nablonka jajowodu [30] oraz z fukozylowana
albuming surowicy wotowej [36]. Sugeruje sig, ze zmiany na powierzchni gtowki
plemnika, zachodzace podczas kapacytacji moga by¢ odpowiedzialne za utrate zdol-
nosci wigzania si¢ plemnikow z ich ligandami w jajowodzie.

Jak powszechnie wiadomo, wgglowodany sg rowniez odpowiedzialne za wigza-
nie si¢ plemnikéw z ostong przejrzysta (ZP) oocytu. Weglowodany zaangazowane
W wigzanie z oslong oocytu musza si¢ jednak rézni¢ od tych, ktdre uczestnicza
W wigzaniu z nablonkiem jajowodu, poniewaz plemniki, ktore utracity zdolnosé
wigzania si¢ z nablonkiem na skutek kapacytacji, moga sie wiazaé z ostona

4 Rysunek 2. Na ilustracji przedstawiono

a > propozycje modelu wigzania si¢ plemni-
‘\ kow buhaja z nabtonkiem jajowodu (opra-

~ cowano na podstawie [43]); a) bialko

PDC-109 PDC-109 wydzielane przez pecherzyki
nasienne wigze si¢ z btong plazmatyczna
plemnika, ale takze istnieje w nadmiarze
w plazmie nasienia. W tych warunkach
plemnik jest zabezpieczony przed wiaza-
niem si¢ z fukozylowanymi czasteczkami
nabtonka jajowodu w miejscu depozycji
nasienia w drogach rodnych; b) kompo-
nenty plazmy nasienia nie wedruja dalej
z wyjatkiem biatka PDC-109, ktore
c optaszcza powierzchnig plemnika i wiaze
plemnik z fukozylowanymi czasteczkami
na powierzchni nablonka; c) biaikq
PDC-109 jest odrzucane z powierzchni
kapacytowanego plemnika, przez co na-
stepuje utrata zdolno$ci wigzania z fukoza
i uwolnienie plemnika z nabtonka. Czyn-
nikiem stymulujacym ten proces jest hipe-
raktywacja ruchu plemnika

PCD-109

fukozylowany
glikokonjugat

nablonek ——e
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przejrzysta. Podczas kapacytacji plemniki buhaja traca zdolno$¢ do wiazania fukozy,
a nabieraja zdolnosci do wigzania mannozy [36], ktora zawieraja glikoproteiny
ostony przejrzystej [27]. Wydaje sig, ze nabtonek jajowodu moze proces uwalniania
plemnikéw wspomaga¢ poprzez zapoczatkowanie wydzielania czynnikéw ini-
cjujacych kapacytacj¢ i hiperaktywacje plemnikéw [6, 31].

Hormony, ktérych poziom wzrasta przed owulacja, moga stymulowaé wydziela-
nie inicjatorow kapacytacji i hiperaktywacji tak, aby doszto do uwolnienia plemni-
kow w czasie odpowiednim do zaptodnienia. Lokalna, endokrynowa regulacja uwal-
niania plemnikow jest dos¢ dobrze poznana [16, 17, 22]. Zaktada ona synchronizacje
koncowych etapéw dojrzewania oocytu i uwalniania go z pecherzyka Graafa z akty-
wacja plemnikéw 1 ich uwolnieniem z nabtonka jajowodu. Jakkolwiek rozne grupy
hormonow moga by¢ zaangazowane w proces uwalniania plemnikéw (steroidy, pro-
staglandyny 1 hormony peptydowe) to jednak hormony steroidowe odgrywaja w tym
procesie gldwnarol¢. Badania eksperymentalne sugerujg koordynacje przygotowania
plemnikow do zaptodnienia z przedowulacyjng sekrecja progesteronu z pgcherzykow
Graafa, w odpowiedzi na LH [15, 17]. Progesteron oddzialuje na mi¢sniowke 1 slu-
zowke ciesni, ale takze na same plemniki, ktére maja odpowiednie receptory na blonie
plazmatycznej. Progesteron moze by¢ tez zaangazowany w modyfikacj¢ powierzch-
niowa plemnika [1] oraz wesikulacj¢ plazmolemmy 1 zewng¢trznej blony akrosomo-
wej, poprzedzona naptywem jonéw Ca®* z organelli komérek nabtonka jajowodu
majacych scisty kontakt z gtowka plemnika [17, 18].

lokalny wplyw
pre-owulacyjnego
progesteronu

gradient stezenia
steroidow

geadient dostepnosci
jonéw Ca?*

Rysunek 3. Mechanizm uwalniania plemnikow
(opracowano na podstawie [20])
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Jakkolwiek nie wykazano lokalnie programowanego transportu jonéw Ca** do
miejsca przechowywania plemnikéw w jajowodzie (tak jak w przypadku kanatow jo-
nowych) — ciekawych wynikow dostarczaja badania Huntera [20]. Wprowadzenie
mikrokropli roztworu jonoforu wapnia (A23187; Sigma) do funkcjonalnego rezerwu-
aru nasienia w jajowodzie $wini na krotko przed owulacja spowodowato masowe
uwalnianie plemnikow oraz zaktocenie poczatkowego stosunku plemniki / jajo, dajac
w efekcie 40% przypadkow zaptodnienia polispermicznego.

Na podstawie tych badan zaktada sig, ze jony Ca’" moga byé zaangazowane
w przedowulacujny proces uwalniania i aktywacji plemnikow. Lokalna modulacja
endokrynowa wzdtuz cies$ni jajowodu wywolywana przez przylegajacy jajnik, moze
stwarzaé gradient dostepnosci jonow Ca’* dla czesci zwiazanych plemnikéw [17, 19].
Potwierdza to ogolnie przyj¢ta tezg, ze jony wapnia mogg kontrolowac rézne procesy
fizjologiczne; moga by¢ czynnikiem wywolujacym reakcje akrosomowa, kapacyta-
cj¢ plemnikow w zenskich drogach rozrodczych, a takze moga powodowaé aktywacje
lub hiperaktywacj¢ ruchliwosci plemnikow. -
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Biochemical aspects of spermatozoa storage
and transport in mammal female reproductive tract

Key words: oviduct, reservoir, spermatozoa, storage

Summary

Areservoir of spermatozoa in the initial oviduct segment has been found in several
species of domestic and laboratory mammals. The reservoir serves to ensure succesful
fertilization by providing the appropriate number spermatozoa in appropriate physio-
logical state for fertilizing oocytes soon after they enter the oviduct. Recent evidence
indicates that spermatozoa are trapped in the reservoir by binding to specific carbohy-
drate moieties on the surface of mucosal epithelium of the oviduct.

Identification of the fucose-binding protein on bull spermatozoa that enables them
to bind to oviductal epithelium was described. The state of spermatozoa that enables
them to release from the reservoir was also discussed.



