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Wprowadzenie 
  

Magazynowanie nasienia w narządach rozrodczych samicy zachodzi u większo- 

ści kręgowców, u których występuje zapłodnienie wewnętrzne. U niektórych gadów, 

płodne plemniki są w ten sposób magazynowane przez lata [12, 14]. U ptaków maga- 

zynowanie plemników w specjalnych gruczołach w narządach rozrodczych samicy 
trwa w zależności od gatunku nawet wiele tygodni [4]. 

U większości ssaków regułą jest krótki okres przechowywania nasienia [13], cho- 
ciaż u torbaczy plemniki mogą być przechowywane przez wiele dni [37], au niektórych 

nietoperzy przez wiele miesięcy [35]. Zjawisko to było szczegółowo badane u chomika, 

szczura, myszy, królika, owcy, krowy, lochy, klaczy i u człowieka [2, 8, 11, 21, 24, 25, 

33, 34, 38, 39, 40, 41, 42]. U tych ssaków wkrótce po akcie kopulacyjnym, plemniki 

przechodzą przez połączenie maciczno-jajowodowe 1 są zatrzymane w cieśni jajowodu, 

gdzie tworzy się ich funkcjonalny rezerwuar. W czasie bliskim owulacji niewielka część 
plemników jest uwalniana i osiąga miejsce zapłodnienia w bańce jajowodu. 

Rezerwuar plemników może spełniać następujące funkcje: 

— utrzymywać zdolność plemników do zapłodnienia aż do momentu owulacji; 

— zapobiegać polispermicznemu zapłodnieniu poprzez uwalnianie niewielu plem- 
ników w czasie odpowiednio dobranym do pobytu oocytu w bańce jajowodu; 

— regulować fizjologiczny stan plemników; 

— spełniać rolę selekcji plemników z zachowanymi strukturami morfologicznymi 

i stabilną chromatyną.
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Tworzenie funkcjonalnych rezerwuarów plemników może służyć udoskonaleniu 

zapłodnienia i późniejszego rozwoju embrionalnego. Można się spodziewać, że wie- 

dza na temat sposobu magazynowania plemników oraz ich uwalniania pozwoli stero- 

wać doborem metod polepszających zdolność zapładniającą podczas sztucznego una- 

sieniania oraz wybierać nasienie wartościowych samców. 

Powstawanie rezerwuarów plemników 
  

U bydła, aby skutecznie zapłodnić jedynie jeden oocyt, trzeba drogą sztucznej in- 

seminacji wprowadzić miliony plemników. Z nich zaledwie tysiące osiągną cieśń ja- 

jowodu. Wiele plemników w trakcie tej wędrówki zostaje zatrzymanych i unierucho- 

mionych w specjalnych miejscach, aż do momentu owulacji. 

Gdy plemniki osiągną jajowód, są zmuszone do pokonania jego wąskiego światła 

wyścielonego śluzówką. Rozgałęzione fałdy śluzówki tworzą kanały, które często 

kończą się ślepo. Wąskie kanały i gęsty śluz — zbudowany z substancji mukopolisa- 

charydowych — opóźniają ruch plemników zwiększając ich kontakt z nabłonkiem ślu- 

zówki, co sprzyja przyleganiu. Takie przyleganie obserwowano in vitro u ludzi [3], 

bydła [44], koni [47], świni [45], owcy [21] a także u myszy [42] i chomików [41]. 

Plazmolemma segmentu akrosomowego wiąże się z rzęskami komórek nabłonka (np. 

u bydła i świni) albo mikrokosmkami komórek bezrzęskowych [11, 23, 28, 45]. 

Rezerwuary plemników u ptaków mają postać specjalnych gruczołów, a ich budo- 
wa została opisana przez Baksta u kury i indyczki [4, 5]. Są to pojedyncze gruczoły 

cewkowe, których światło wyściela jednowarstwowy nabłonek walcowaty zbudowa- 
ny z dwóch typów komórek: orzęsionych i nieorzęsionych. Nabłonek z komórkami 

orzęsionymi ograniczony jest tylko do obszaru ujścia gruczołu, w obrębie jego światła 

występują tylko komórki nieorzęsione. Błona plazmatyczna komórek nabłonka 
światła gruczołów tworzy liczne mikrokosmki. Plemniki w takim gruczole są 

    
  

miejsce wiązania się plemników 
z nabłonkiem jajowodu 

macica Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie miejsca 
powstawania rezerwuaru plemników u ssaków
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rozmieszczone w koncowej czesci, tworzac zwarte wiązki z równolegle ułożonymi 
główkami skierowanymi do podstawy. Witki upakowanych w ten sposób plemników 
wykonują wolne i synchroniczne ruchy. 

Molekularny mechanizm wiązania plemników 
  

Dowody na to, jakie cząsteczki chemiczne są zaangażowane w wiązanie plemni- 
ków w jajowodzie zgromadzono na podstawie doświadczeń nad kompetycyjnym ha- 
mowaniem takiego wiązania z użyciem glikokonjugatów. Na przykład wiązanie 
plemników ze śluzówką jajowodu chomika hamuje fetuina [9]. Komponentem fetu- 
iny odpowiedzialnym za kompetycyjne hamowanie wiązania plemników okazał się 
kwas sjalowy, który występował na terminalnych resztach oligosacharydowych fetu- 
iny. U klaczy [28] wiązanie się plemników z nabłonkiem jajowodu bardziej skutecz- 
nie hamowała asjalofetuina, a głównym cukrem odpowiedzialnym za ten efekt była 
galaktoza. U świni za wiązanie odpowiadają białka plazmy nasienia z rodziny sper- 
madhezyn. Mają one niski ciężar molekularny (12-16 kDa) i pokrywają powierzchnię 
plemnika w momencie kontaktu z plazmą nasienia. Spermadhezyna AQN-1 ma powi- 
nowactwo do mannozy, która zakotwicza plemniki w rezerwuarze jajowodu [48, 49]. 

U bydła, wiązanie plemników z nabłonkiem jajowodu było specyficznie bloko- 
wane przez fukoidan, a zwłaszcza jego składnik — fukozę [29]. Co więcej, fukoza 
w połączeniu (a 1-4) z N-acetyloglukozaminą, podobnie jak w trisacharydach Lewi- 
sa grup krwi (Le'), jeszcze silniej hamowała wiązanie plemników [46]. Wykryto, że 
cząsteczki zawierające fukozę występują także na powierzchni nabłonka jajowodu 
u bydła. W badaniach tych zastosowano lektyny wiążące fukozę z Lotus tetragonolo- 
bus (LTL) oraz z Ulex europeus (UEA-1) [7, 29]. Z kolei cząsteczki mające zdolność 
do wiązania fukozy zostały stwierdzone na powierzchni plemników buhaja przy uży- 
ciu fluorescencyjnej fukozy oraz neoglikoproteiny Le”, którymi znaczono żywe plem- 
niki w rejonie akrosomu [36, 46]. Traktowanie nabłonka jajowodu fukozydazą 
wpływało na obniżenie ilości związanych plemników. Niektóre lektyny ssaków wy- 

magają jonów Ca”* w celu związania węglowodanowego ligandu. W przypadku usu- 

nięcia jonów Ca”" zapomocą EGTA, plemniki buhaja również traciły zdolność wiąza- 
nia się z nabłonkiem jajowodu [46]. 

W celu zidentyfikowania białka obecnego na powierzchni plemników buhaja, 
które odpowiadało za wiązanie się plemników z nabłonkiem jajowodu, zastosowano 

kolumnę powinowactwa wypełnioną neoglikoproteiną Le”. Związane białko było elu- 
owane za pomocą fukozy i EGTA [26]. Na podstawie sekwencji aminokwasowej, 
białko to zidentyfikowano jako PDC-109, zwane również BSP-A1/A2. Jest ono, jak 
wiadomo, wydzielane przez gruczoły pęcherzykowe w ilości 15—20 mg/ml i ulega 

związaniu z powierzchnią plemników podczas ejakulacji [32]. Odkrycie, że białko to 

jest składnikiem plazmy nasienia, wyjaśnia, dlaczego plazma nasienia blokuje
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zdolność plemników do wiązania fukozy [36]. Obecność nadmiaru białka PDC-109 

w plazmie nasienia nie pozwala plemnikom buhaja na wiązanie się z fukozylowanymi 

cząsteczkami nabłonka niższych rejonów narządów rozrodczych samicy. 

Uwalnianie plemników z rezerwuarów 
  

Kiedy badano przeżywanie plemników wewnątrz jajowodu myszy [10], zaobser- 

wowano, że tylko plemniki, które przeszły proces hiperaktywacji, są w stanie uwolnić 

się znabłonka jajowodu. Doświadczenie przeprowadzone in vitro z kapacytowanymi 

za pomoca heparyny plemnikami buhaja wykazało, że po kapacytacji znacznie mniej 

plemników wiązało się ze skrawkami nabłonka jajowodu [30] oraz z fukozylowaną 

albuminą surowicy wołowej [36]. Sugeruje się, że zmiany na powierzchni główki 
plemnika, zachodzące podczas kapacytacji mogą być odpowiedzialne za utratę zdol- 

ności wiązania się plemników z ich ligandami w jajowodzie. 

Jak powszechnie wiadomo, węglowodany są również odpowiedzialne za wiąza- 

nie się plemników z osłoną przejrzystą (ZP) oocytu. Węglowodany zaangażowane 

w wiązanie z osłoną oocytu muszą się jednak różnić od tych, które uczestniczą 

w wiązaniu z nabłonkiem jajowodu, ponieważ plemniki, które utraciły zdolność 
wiązania się z nabłonkiem na skutek kapacytacji, mogą się wiązać z osłoną 

"а Rysunek 2. Na ilustracji przedstawiono 
a > propozycję modelu wiązania się plemni- 

Ą ków buhaja z nabłonkiem jajowodu (opra- 
— cowano na podstawie [43]); a) bialko 

  

PDC-109 PDC-109 wydzielane przez pęcherzyki 
nasienne wiąże się z błoną plazmatyczną 
plemnika, ale także istnieje w nadmiarze 
w plazmie nasienia. W tych warunkach 
plemnik jest zabezpieczony przed wiąza- 
niem się z fukozylowanymi cząsteczkami 
nabłonka jajowodu w miejscu depozycji 
nasienia w drogach rodnych; b) kompo- 
nenty plazmy nasienia nie wędrują dalej 
z wyjątkiem białka PDC-109, które 

с opłaszcza powierzchnię plemnika i wiąże 
plemnik z fukozylowanymi cząsteczkami 
na powierzchni nabłonka; c) białko 
PDC-109 jest odrzucane z powierzchni 
kapacytowanego plemnika, przez co na- 
stępuje utrata zdolności wiązania z fukozą 
i uwolnienie plemnika z nabłonka. Czyn- 
nikiem stymulującym ten proces jest hipe- 
raktywacja ruchu plemnika 

PCD-109 

fukozylowany 
glikokonjugat 

    

   
     nabłonek ——
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przejrzystą. Podczas kapacytacji plemniki buhaja tracą zdolność do wiązania fukozy, 
a nabierają zdolności do wiązania mannozy [36], którą zawierają glikoproteiny 
osłony przejrzystej [27]. Wydaje się, że nabłonek jajowodu może proces uwalniania 
plemników wspomagać poprzez zapoczątkowanie wydzielania czynników ini- 
cjujących kapacytację i hiperaktywację plemników [6, 31]. 

Hormony, których poziom wzrasta przed owulacją, mogą stymulować wydziela- 

nie inicjatorów kapacytacji i hiperaktywacji tak, aby doszło do uwolnienia plemni- 
ków w czasie odpowiednim do zapłodnienia. Lokalna, endokrynowa regulacja uwal- 
niania plemników jest dość dobrze poznana [16, 17, 22]. Zakłada ona synchronizację 

końcowych etapów dojrzewania oocytu i uwalniania go z pęcherzyka Graafa z akty- 

wacją plemników i ich uwolnieniem z nabłonka jajowodu. Jakkolwiek różne grupy 

hormonów mogą być zaangażowane w proces uwalniania plemników (steroidy, pro- 

staglandyny i hormony peptydowe) to jednak hormony steroidowe odgrywają w tym 

procesie główną rolę. Badania eksperymentalne sugerują koordynację przygotowania 

plemników do zapłodnienia z przedowulacyjną sekrecją progesteronu z pęcherzyków 

Graafa, w odpowiedzi na LH [15, 17]. Progesteron oddziałuje na mięśniówkę i ślu- 

zówkę cieśni, ale także na same plemniki, które mają odpowiednie receptory na błonie 

plazmatycznej. Progesteron może być też zaangażowany w modyfikację powierzch- 

niową plemnika [1] oraz wesikulację plazmolemmy 1 zewnętrznej błony akrosomo- 

wej, poprzedzoną napływem jonów Ca”* z organelli komórek nabłonka jajowodu 

mających ścisły kontakt z główką plemnika [17, 18]. 

       

    
  

lokalny wpływ 
pre-owulacyjnego 
progesteronu 

gradient stężenia 
steroidów 

geadient dostępności 
jonów Ca?* 

Rysunek 3. Mechanizm uwalniania plemników 
(opracowano na podstawie [20])
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Jakkolwiek nie wykazano lokalnie programowanego transportu jonów Ca”* do 

miejsca przechowywania plemników w jajowodzie (tak jak w przypadku kanałów jo- 

nowych) — ciekawych wyników dostarczają badania Huntera [20]. Wprowadzenie 

mikrokropli roztworu jonoforu wapnia (A23187; Sigma) do funkcjonalnego rezerwu- 

aru nasienia w jajowodzie świni na krótko przed owulacją spowodowało masowe 

uwalnianie plemników oraz zakłócenie początkowego stosunku plemniki / jajo, dając 

w efekcie 40% przypadków zapłodnienia polispermicznego. 

Na podstawie tych badań zakłada się, że jony Ca*”" mogą być zaangażowane 

w przedowulacujny proces uwalniania i aktywacji plemników. Lokalna modulacja 

endokrynowa wzdłuż cieśni jajowodu wywoływana przez przylegający jajnik, może 

stwarzać gradient dostępności jonów Ca”* dla części związanych plemników [17, 19]. 

Potwierdza to ogólnie przyjętą tezę, że jony wapnia mogą kontrolować różne procesy 
fizjologiczne; mogą być czynnikiem wywołującym reakcję akrosomową, kapacyta- 
cję plemników w żeńskich drogach rozrodczych, a także mogą powodować aktywację 
lub hiperaktywację ruchliwości plemników. | 
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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.


