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Ostonka przejrzysta w procesie zaptodnienia
I rozwoju zarodkowym ssaka
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Zona pellucida in the process of fertilization and mammal embryonal development

Summary

In mammals, oocytes, fertilized eggs and pre-implantation embryos are surrounded by an acellular
zona pellucida (zona pellucida — Z.P). This structure has a fibro-spongy character but it undergoes constant
modifications throughout its existence depending on many internal and external factors. ZP consists of
glycoproteins marked as ZP1, ZP2, ZP3 and ZP4, the presence of which is species different. ZP1 and probably
Z.P4 molecules stabilize the fibrillary skeleton of the zona pellucida formed of ZP2 and ZP3 protein polymers
which are ligands for specific spermatozoid receptors. The oligosaccharide chains of ZP3 are responsible for the
primary attachment of the male gamete which induces the acrosomal reaction. ZP2 enhances this connection
by secondary binding to an acrosome-free spermatozoid. Additionally, oviductal specific glycoprotein 1 which
plays a role in interspecific oocyte-sperm interactions, appears around the postovulatory oocyte surrounded
by ZP. In addition, this protein modifies the resistance of ZP to the action of proteases released as a result of
the cortical reaction during polyspermia block. After fertilization, ZP not only protects the egg and then the
embryo until implantation, but also has an embryotrophic effect. Understanding the molecular basics of the

structure and properties of ZP can significantly improve animal fertility as well as reproductive rates.
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Komorki jajowe ssakow otoczone sa bezkomorkowa
macierzg zwang ostonkg przejrzysta (zona pellucida
— ZP). Otoczka ta lokalizuje si¢ miedzy wewnetrzng
warstwg komorek pecherzykowych a btong komorko-
wa jaja. Miedzy nimi znajduje si¢ niewielka przestrzen
okotlozoltkowa. ZP wytwarzana jest podczas oogenezy
w rozwijajacych si¢ pecherzykach jajnikowych. Jej
grubo$¢ wzrasta wraz z powigkszaniem si¢ $rednicy
komorki jajowej 1 pgcherzyka (59).

Poowulacyjne oocyty takze otoczone sa ZP, ktéra
warunkuje zaptodnienie. W procesie tym plemnik musi
pokonac ostonke, aby dotrze¢ do oolemy, z ktdrg osta-
tecznie ulega fuzji. U ssakéw ZP stanowi barier¢ dla
mie¢dzygatunkowego zaptodnienia. Po zwigzaniu jaja
z plemnikiem uniemozliwia dalsze wigzanie i penetra-
cj¢ nadliczbowych gamet me¢skich do zaptodnionego
jaja w bloku polispermii (6, 19, 36, 46, 59). ZP odgrywa
takze role we wezesnym rozwoju zarodkow do czasu
implantacji blastocysty w macicy (19, 30). Przez caly
okres swojego istnienia ostonka ta ulega strukturalnym
1 biochemicznym zmianom pod wptywem plemnika,
jak tez roznych czynnikéw, w tym Srodowiskowych

(15).

Skomplikowane mechanizmy powyzszych pro-
cesOw interesujg naukowcow od lat, jednakze wiele
ich aspektow pozostaje dotychczas niewyjasnionych.
Poznanie ich molekularnych podstaw zwigzanych
z budowa ZP moze dostarczy¢ lepszego zrozumienia
przyczyn nieptodnosci oraz poprawi¢ wydajnosé
stosowanych obecnie technik wspomaganego i kon-
trolowanego rozrodu u zwierzat.

Struktura ostonki przejrzystej

ZP jako bezkomorkowa, potprzezroczysta, glikopro-
teinowa macierz ma charakter wtoknisto-gabczasty.
Ostonka ta stale ulega dynamicznym zmianom (59).
We wczesnych pecherzykach jajnikowych ma ona
forme klaczkow. W pozniejszych etapach, gdy oocyt
rosnie, staje si¢ ciggla warstwa o wzrastajacej gestosci
1 wigkszym stopniu polimeryzacji (9, 26, 27). Grubos¢
ZP r6zni si¢ migdzy gatunkami ssakoéw, co zalezy od
$rednicy jaja (27). U oposa wynosi ona 1-2 pm, u my-
szy 5 um, u cztowieka 13-16 pm, natomiast u $§wini
ibydtado 27 um (16, 17, 22). W otoczce tej wyrdznia
si¢ warstwy: wewnetrzng, rdzeniowg i1 zewngtrzng
w odniesieniu do biochemicznych i fizycznych wtasci-
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wosci (21, 44). Wykorzystanie technik cytochemicz-
nych do badan w mikroskopie elektronowym transmi-
syjnym oocytéw $wini in vitro pozwolito na ujawnienie
gestej, fibrylarnej, mniej zwartej 1 uporzadkowane;j
sieci w wewnetrznej i zewnetrznej warstwie. Ponadto
nierowna powierzchnia zewnetrzna ZP posiadala pory.
Natomiast rdzeniowa warstwa ostonki cechowata si¢
gesta strukturg natozonych na siebie warstw peczkéw
fibryli. Taki uktad moze kontrolowa¢ przepuszczalno$¢
ZP, nadajac jej potsztywnos¢ i elastycznos¢ oraz uta-
twia¢ plemnikom penetracje ostonki przejrzystej (23).
Podobng budowe ostonki zaobserwowano u myszy,
kota i psa (24). Obecno$¢ porow w ZP potwierdzono
takze u wielu innych gatunkéw ssakow przy uzyciu
transmisyjnego i niskoprézniowego skaningowego
mikroskopu elektronowego. Szerokie i zwarte pory
wykazano w ostonce m.in. u cztowieka, myszy, konia,
bydta, kota i psa (4, 21, 34, 38, 39). Najwicksze pory
byly obserwowane w ZP krdlika i kota, za$ najmniejsze
u bydta. Ponadto wykazano, ze pory te by{y w1e;ksze na
zewnetrznej powierzchni ZP w poroéwnaniu z jej we-
wnetrzng powierzchnig (18). U bydta ultrastrukturalne
badania wykazaty wieksza liczbe porow w ostonce
dojrzatego oocytu w poroéwnaniu do niedojrzatego jaja,
jednakze ich rozmiar i ksztalt nie ulegaja zmianie (4).
Dodatkowo badania wykazaty, ze pory ZP zawieraja
cytoplazmatyczne wypustki komoérek pecherzyko-
wych, prawdopodobnie w celu komunikacji z oocytem
za pomocg ztacz szczelinowych, co umozliwia dostar-
czenie do jaja substancji odzywczych (34, 38, 39).

Synteza ostonki przejrzystej

Ostonka przejrzysta u ssakow zbudowana jest
z glikoprotein, ktorych pochodzenie nie jest do konca
poznane. Dowody wskazuja, ze biatka te moga by¢
produkowane tylko przez oocyt, przez same komorki
pecherzykowe badz tez przez oba rodzaje komoérek
(27, 52). U myszy, szczura i chomika glikoproteiny
ZP produkowane sg jedynie przez oocyt (8, 32). Mysie
komorki jajowe pierwotnych pgcherzykow nie wyra-
zaja ekspresji biatek ZP. Ich produkcja rozpoczyna
si¢ we wzrastajacych pecherzykach jajnikowych (34,
48, 57). Badania skrawkow jajnikéw kota traktowa-
nych przeciwcialem przeciwko ostonce pozwolily na
stwierdzenie produkcji glikoprotein wytacznie przez
komorki pecherzykowe w kazdym etapie rozwoju
pecherzyka jajnikowego (33). Natomiast u cztowie-
ka, $wini, bydta, psa, krolika i malpy glikoproteiny
produkowane sg zarowno przez oocyt, jak 1 komorki
pecherzykowe. Proces ten zachodzi gtownie we wzra-
stajqcych pecherzykach. U cztowieka wykazano, ze
synteza i gromadzenle glikoprotein rozpoczyna si¢
juz w oocycie pierwotnych pecherzykow (25). U ko-
nia produkcja bialek ostonki przez oocyt zachodzi
wolno i w nieznacznym stopniu, stad w ich synteze
szczegblnie zaangazowane sg komorki pecherzyko-
we (34). Badania prowadzone in vivo wykazaty, ze
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u konia ekspresja glikoprotein pojawia si¢ w oocytach
w poznych pierwotnych pegcherzykach jajnikowych.
Nastepnie ich synteza zachodzi w komorce jajowe;,
jak tez w komorkach pecherzykowych. W dojrzatych
pecherzykach komoérka jajowa hamuje produkcje
glikoprotein, podczas gdy komorki pecherzykowe
kontynuuja ich syntez¢ w przeciwienstwie do bydia
1 $wini, dlatego uwaza si¢, ze komorki pecherzyka
jajnikowego konia maja kluczowe znaczenie dla inte-
gralno$ci ostonki (34).

Glikoproteiny ostonki przejrzystej

Podstawowymi sktadnikami ostonki sa trzy gliko-
proteiny ZP1 (ZPB), ZP2 (ZPA) 1 ZP3 (ZPC) (29, 46)
wykazane u myszy i konia (3, 34). Dodatkowo wykry-
to czwartg glikoproteing ZP4 u cztowieka, makaka,
szczura, chomika i kota domowego (6, 27, 29, 42, 53,
55). Natomiast u bydta, $wini, delfina, psa i lisa nie
zidentyfikowano glikoproteiny ZP1 (40, 60).

Pod wzgledem chemicznym glikoproteiny ztozone
s z polipeptyddéw polaczonych z tancuchami oligo-
sacharydowymi wigzaniami N- i O-glikozydowymi.
W ZP3 tancuch polipeptydowy sktada si¢ z ok.
400 aminokwasow oraz krétkich odgatezien oliga-
sacharydowych zawierajacych cukry proste (56).
Gllkoprotelny u poszczegolnych gatunkow zw1erzqt
roéznig si¢ w ilo$ci 1 rozmieszczeniu budujacych Je
aminokwasow (45). U czlowieka i myszy wykazano, ze
glikoproteiny ostonki sg biatkami konserwatywnymi.
U cztowieka rodzina genéw kodujacych ZP2 i ZP3
jest w 60-70% identyczna jak u myszy. Sekwencja
aminokwasow ludzkiej glikoproteiny ZP2 jest iden-
tyczna w 57% z mysig oraz w 64% 1 94,2% z obecna
u $wini i makaka. Ludzka ZP3 jest podobna w 67% do
mysiej, a 74% do $winskiej 1 93,9% do wystepujace;j
u makaka. Ludzka ZP1 jest podobna w 64% do my-
siej 1w 96% do obecnej u makaka. Glikoprotena ZP4
strukturalnie wykazuje podobienstwo do ZP1, a jej
sekwencja jest identyczna w 68% ze $§winska i 92%
wykryta u makaka (27, 37).

Glikoproteiny sa elementem strukturalnym oston-
ki przejrzystej, tworzac jej widkniste rusztowanie.
U myszy wykazano, ze ZP zbudowana jest z dimeréw
ZP3 1 ZP2, ktore polimeryzuja w dlugie filamenty.
Struktury te wigzane sa ze soba krzyzowo czasteczka-
mi ZP1 zawierajacymi dwa polipeptydowe tancuchy
zespolone mostkami disiarczkowmi. Biatko to stanowi
element stabilizujacy ostonke, na powierzchni ktorej
rozmieszczone s3 licznie glikoproteiny ZP3 (6, 28,
56). Za polimeryzacje w fibryle odpowiadaja duze
domeny ZP wystepujace w glikoproteinach w postaci
sfatldowanej trojlistnej konczyny (23, 26, 36).

Glikoproteiny ZP1 1 ZP2 w ostonce przejrzystej
niedojrzatych oocytow chomika i myszy wspolnie
tworza warstwe¢ o masie czasteczkowej 110-170 kDa,
natomiast czasteczki ZP3 sa zlokalizowane w war-
stwie o nizszej masie czasteczkowj (55-70 kDa) (41).
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U wielu gatunkéw ssakow (krolika, §wini, bydta,
myszy, chomika, pawiana, rezusa i cztowieka) wokot
oocytéw poowulacyjnych dodatkowo pojawia sie¢
jajowodowa specyficzna glikoproteina 1 (owidukty-
na) (oviduct-specyfic glycoprotein, OVGP1). Bialko
to produkowane jest przez komorki wydzielnicze
nabltonka jajowodu i wchodzi w sktad plynu jajwo-
dowego. U $wini najwigksze jej st¢zenie wykazano
w lejku 1 bance jajowodu. OVGPI1 jest biatkiem
konserwatywnym (50). Jajowodowa glikoproteina
u bydta, owcy 1 §wini jest podobna pod wzgledem
dtugosci oraz sekwencji aminokwasow. Podobna
zalezno$¢ wykazano pomigdzy OVGPI u czlowieka,
rezuséw 1 pawianow. Glikoproteing te¢ wykazano nie
tylko w ZP oocytu, ale takze zarodkow we wezesnym
etapie rozwoju. Ponadto stwierdzono jej obecnosé
w przestrzeni okotozottkowej oraz oolemie jaja (50).
Powinowactwo do ostonki przejrzystej posiadajg takze
inne zwigzki obecne w ptynie jajowodowym u réznych
gatunkow zwierzat. Wérdd nich nalezy wyrdzni¢ m.in.
osteopontyne (OPN) czy laktoferyne (40).

Funkcje glikoprotein ostonki przejrzystej

Glikoproteiny ostonki przejrzystej stanowia zasadni-
czy iintegralny element strukturalny. Wsr6d nich ZP1,
jak 1 prawdopodobnie ZP4 uwazane sg za kluczowe
w stabilizacji jej wioknistej struktury (6, 28).

Glikoproteiny ZP odgrywaja wazna rol¢ w interakcji
plemnik—jajo oraz we wczesnym rozwoju zarodka.
Myszy ze znokautowanym genem kodujacym ZP3 byty
nieplodne. Ponadto u osobnikéw homozygotycznych
pod wzgledem mutacji w genie tego biatka oocyty nie
posiadaty ostonki przejrzystej. Natomiast ZP komorek
jajowych myszy heterozygotycznych byly ciensze
w poréwnaniu do form dzikich (27, 48). Podobnie brak
ostonki przejrzystej lub jej §cienczenie obserwowano
takze w oocytach myszy pozbawionych genu ZP2.
Natomiast u szczepdw myszy ze znokautowanym
genem ZP1 wykazano zmniejszong ptodnos¢. Wokoét
oocytoOw obecna byta ostonka przejrzysta o wyraznie
luzniejszej strukturze, co przemawia¢ moze za udzia-
tem ZP1 w stabilizacji jej struktury (3, 40). Natomiast
badania krdliczej ostonki przejrzystej pozbawionej gli-
koproteiny ZP4 dowiodly, Ze jest ona ciensza, bardziej
przepuszczalna i posiada niezorganizowang porowatg
strukture. Zmiana ta nie ma jednak wptywu na przebieg
owulacji, zaptodnienie i rozwdj blastocysty in vitro.
Natomiast in vivo zaobserwowano powazne zaburzenia
rozwoju zarodkéw pozbawionych ZP4 (35).

Podczas zaplodnienia biatka ZP uczestnicza w roz-
poznaniu i zwigzaniu gamet, stanowigc ligandy dla
swoistych receptorow plemnika. Badania in vitro
wykazaly, Ze izolowane i oczyszczone glikoproteiny
selektywnie przylaczaja si¢ do miejsc wigzacych
zlokalizowanych w btonie komodrkowej plemnika
pokrywajacej nienaruszony aksrosom (23, 26, 36).
Ligandem ostonki rozpoznawalnym przez receptory
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powierzchniowe gamety meskiej jest ZP3. Boczne
fancuchy oligosacharydow tego biatka odpowiadaja za
pierwszorzedowe (pierwotne) wigzanie z plemnikiem.
Proces ten wyzwala reakcj¢ akrosomowa w gamecie
meskiej (27, 49).

Z akrosomem plemnika poza ZP3 wiaze si¢ takze
glikoproteina ZP4, co wykazano m.in. u krélika (46).
Zjawisko to potwierdzono takze badaniami immuno-
fluorescencyjnymi oczyszczonych, rekombinowanych
ludzkich ZP3 i ZP4 znakowanych izotiocytrynianem
— fluoresceing (FITC) (12). U bydta natomiast wy-
kazano obecno$¢ heterokompleksu ZP3/ZP4, ktory
bierze udzial w wigzaniu plemnika (54). Na skutek
reakcji akrosomowej w gamecie me¢skiej dochodzi do
odslonigcia macierzy akrosomu zdolnej do zwigza-
nia z ZP2. Polaczenie to zwane jest drugorzedowym
(wtornym) i przyczynia si¢ do stabilizacji juz istnie-
jacego wiazania ostonki przejrzystej z plemnikiem
(11, 31, 58). Izolowane ZP2 zachowuje si¢ odmiennie
w poréwnaniu do ZP3. Biatko to nie zapoczatkowuje
reakcji akrosomowej ani nie stymuluje hyperaktywa-
cji plemnika. Poza tym wigze si¢ z pozaakrosomowa
czgs$cig gtowki gamety meskiej dopiero po reakcji
akrosomowej (23, 26). Badania z uzyciem mysiego
oocytu i ludzkich glikoprotein wykazaly, ze plemnik
cztowieka przytaczyl si¢ do ostonki przejrzystej tylko
w obecnos$ci ZP2, czego nie zaobserwowano w sto-
sunku do ZP1, ZP3 i ZP4 (3). Reakcja akrosomowa
prowadzi do aktywacji i uwolnienia licznych enzyméw
trawigcych ostonke przejrzysta, jednakze miejsca
wiazace proteinazy sa tymczasowo maskowane przez
OVGPI1, co wydluza czas trwania ZP. Proces ten
zwany jest dojrzewaniem ostonki i pozwala na selek-
tywny wybor plemnika zaptadniajacego oocyt (5, 14).
Ponadto przypuszcza si¢, ze potaczenie OVGP1 z ZP
ma znaczenie w mi¢dzygatunkowych specyficznych
interakcjach oocyt—plemnik (51). Aktywnos¢ OVGP1
jest zréznicowana gatunkowo. U myszy ze znokau-
towanym genem OVGPI nie zaobserwowano rdznic
w czestosci zaptodnienia komorek jajowych w porow-
naniu z myszami kontrolnymi. Wyniki te sugeruja, ze
OVGP1 nie odgrywa kluczowej roli w zaptodnieniu
u tego gatunku zwierzat. Podobnie u konia i szczura,
u ktorych nie wykazano jej obecnosci w jajowodzie (2).

Glikoproteiny ostonki przejrzystej odgrywaja
takze znaczaca role we wczesnym rozwoju zarodka.
ZP otacza rozwijajace si¢ embriony, az do momentu
implantacji w macicy. Stad tez uwaza si¢, ze ostonka
przejrzysta zaangazowana jest rozwoj blastocysty i za-
pobiega zagniezdzeniu zarodka w jajowodzie (cigza
pozamaciczna) (59). Kluczowa rolg przypisuje si¢
wlasciwo$ciom strukturalnym ZP4, ktore zapewniaja
wlasciwa ochrong zarodka podczas rozwoju przed-
implantacyjnego (35). Funkcje embriotroficzng przy-
pisuje si¢ takze OVGP1. Inkubacja in vitro owczych
oocytow 1 plemnikow z tg glikoproteing skutkowata
wzrostem czgstosci podziatéw 1 liczby blastocyst.
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Ten ostatni efekt osiggnieto takze, hodujac zarodki
w obecnosci OVGPI (1, 10).

Modyfikacje ostonki przejrzytstej po zaptodnieniu

U ssakow w wyniku fuzji plemnika z oolema roz-
wija si¢ szereg mechanizmow zabezpieczajacych
przed wnikaniem kolejnych plemnikéw, co okresla
si¢ mianem bloku polispermii. Zjawisko to zachodzi
na poziomie ostonki przejrzystej, jak tez oocytu. Blok
polispermii gtéwnie na poziomie ZP odgrywa znaczaca
role u cztowieka, psa i chomika syryjskiego. U kroli-
ka i kreta zachodzi na poziomie oolemy i przestrzeni
okolozottkowej. Natomiast u myszy, szczura, kota
1 kawii domowej mechanizmy ograniczajace fuzje
wielu plemnikéw z oocytem rozwijaja si¢ w podobnym
stopniu na obu tych poziomach (11).

Blok polispermii dotyczacy ZP zachodzi na skutek
kontaktu plemnika z oolemg. Ostonka ulega wowczas
enzymatycznym modyfikacjom przez zawarto$¢ zia-
ren korowych stanowiacych organella wydzielnicze
oocytu. Ziarna korowe ulegaja fuzji z oolema i na
drodze egzocytozy uwalnianie s enzymy (proteazy,
glikozydazy, peroksydaza, kwasna fosfataza) lektyny
i cynk do przestrzeni okotozottkowej (13, 19, 43).
U myszy ZP cechuje si¢ w tym czasie zmniejszeniem
zawarto$ci porow w wyniku wzrostu jej gestosci
(47). Zgodnie z obserwacjami ludzkich embrionow
w mikroskopie elektronowym sugeruje sie¢, ze wigzki
filamentéw na wewngtrznej powierzchni ZP ulegaja
fuzji 1 kondensacji (20).

Enzymy uwalniane z ziaren korowych modyfikuja
glikoproteiny ZP3 1 ZP2. Zjawisko to zwane jest reak-
cja ostony i rozwija si¢ w ciggu minuty od momentu
kontaktu plemnika z ooplazma (7). W ZP3 zmianom
ulega struktura tancuchow oligosacharydowych pod
wptywem glikozydazy. Natomiast ZP2 na skutek
dziatania proteinaz (owostacyny — astacyny z rodziny
metaloendoproteaz) ulega rozszczepieniu, co uniemoz-
liwia dalsze przylaczanie plemnikéw. Mutacja genu
kodujacego to biatko skutkuje obecnoscig nienaruszo-
nego ZP2 i mozliwoscig dalszego wigzania plemnikéw
mimo wczesniejszego zaptodnienia i reakcji korowe;j
(3, 13). W nastepstwie tych enzymatycznych mody-
fikacji ZP twardnieje i traci wlasciwosci ligandu dla
receptoréw plemnika (59). Wérod innych czynnikoéw
zwigzanich z twardnieniem ostonki po zaplodnieniu
wymieni¢ nalezy takze opisang wczesniej OVGPI.
Biatko to moze modyfikowaé oporno$¢ do proteolizy,
kontrolujagc tym samym polispermi¢ (50). OVGP1
pozostaje zwigzana z ZP do stadium blastocysty np.
u bydla (10). Dodatkowo wykazano, ze uwalniane
z ziaren korowych lektyny takze moga blokowaé wia-
zanie plemnika. Natomiast cynk powoduje wzrost ge-
stosci ZP oraz grubosci fibryli, przez co rOwniez moze
odgrywac istotng role w blokowaniu polispermii (47).

Interakcje plemnik—ooocyt to niezwykle skompliko-
wany pod wzgledem molekularnym, biochemicznym
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1 ultrastrukturalnym zespdt swoistych gatunkowo
procesow. W ich przebiegu kluczowa role odgrywa
glikoproteinowa ZP, ktéra wptywa na przebieg ooge-
nezy, zaptodnienia i przedimplantacyjne zarodki. Stad
poznanie molekularnych podstaw zwigzanych z jej
budowg oraz wlasciwosciami moze w istotny sposob
poprawi¢ ptodnos$¢ zwierzat, jak rdwniez wskazniki
reprodukcji.
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