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Streszczenie: Zap³odnienie prowadzi do powstania w oocycie myszy oscylacji cytoplazmatycznego
stê¿enia wolnych jonów Ca2+ ([Ca2+]

i
). Oscylacje te powstaj¹ w sposób zale¿ny od 1,4,5-trójfosforanu

inozytolu (IP
3
) produkowanego przez plemnikow¹ izoformê fosfolipazy C, fosfolipazê C zeta (PLC

zeta). Trwaj¹ przez kilka godzin, a¿ do momentu utworzenia siê przedj¹drzy. Zdolno�æ do generowania
w odpowiedzi na zap³odnienie d³ugotrwa³ych oscylacji [Ca2+]

i
 kszta³tuje siê w oocytach myszy w czasie

dojrzewania mejotycznego, czyli w okresie od zakoñczenia profazy pierwszego podzia³u mejotycznego
do stadium metafazy drugiego podzia³u mejotycznego. Poni¿sza praca ma na celu omówienie roli, jak¹
wywo³ane zap³odnieniem oscylacje [Ca2+]

i
 pe³ni¹ w aktywacji rozwoju zarodkowego. Przedstawiony

zosta³ mechanizm inaktywacji MPF i wznowienia mejozy oraz powstania bloku przeciwko polispermii.
Opisano tak¿e wp³yw oscylacji [Ca2+]

i
 na gospodarkê energetyczn¹ komórki, translacjê matczynego

mRNA i poimplantacyjny rozwój zarodkowy.

S³owa kluczowe: wapñ, zap³odnienie, rozwój zarodkowy, mysz, ssak, oocyt, mejoza, MPF, blok prze-
ciwko polispermii.

 Summary: Fertilization of a mouse oocyte triggers oscillations of the concentration of free calcium ions in
ooplasm ([Ca2+]

i
 ). Calcium oscillations are generated in a process involving inositol 1,4,5-triphosphate

(IP
3
) produced by phospholipase C zeta (PLC zeta), a sperm specific isoform of phospholipase C.

Calcium transients last for several hours until the time of pronuclei formation. The ability to generate and
sustain long-lasting oscillations of [Ca2+]

i
 is developed in oocytes during meiotic maturation, i.e. in a

period between the completion of  prophase of the first meiotic division and metaphase of the second
meiotic division. This work focuses on the role of sperm-induced oscillations of [Ca2+]

i
  in the activation

of the embryo development. The mechanisms of MPF inactivation and block to polyspermy are presen-
ted. Moreover, the link between calcium oscillations and ATP synthesis, translation of maternal mRNAs
and postimplantation embryo development is described.

Key words: calcium, fertilization, embryonic development, mouse, mammal, meiosis, MPF, block to
polyspermy.
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1. WPROWADZENIE

Oocyty w jajniku dojrza³ej p³ciowo samicy myszy (a tak¿e innych ssaków, w tym
cz³owieka) s¹ zablokowane w stadium profazy pierwszego podzia³u mejotycznego
(profazy I). W warunkach in vivo wyrzut produkowanego przez przysadkê hormonu
lutenizuj¹cego prowadzi do wznowienia mejozy przez czê�æ oocytów. Dochodzi w
nich wówczas do rozpadu otoczki j¹drowej j¹dra profazowego (tzw. pêcherzyka
zarodkowego) oraz do uformowania p³ytki metafazowej i wrzeciona podzia³owego
metafazy I. Nastêpnie oocyty przechodz¹ pierwszy podzia³ mejotyczny i ich rozwój
ulega ponownemu zablokowaniu, tym razem w stadium metafazy drugiego podzia³u
mejotycznego (metafazy II). Wtedy te¿ oocyty s¹ owulowane, czyli uwalniane z
jajnika do jajowodu i mog¹ ulec zap³odnieniu. Wyj¹tek stanowi¹ oocyty ssaków z
rodziny psowatych, takich jak psy i lisy. Oocyty tych gatunków s¹ owulowane w
stadium profazy I, a stadium metafazy II osi¹gaj¹ dopiero w jajowodach. Zdarza
sie zatem, ¿e zap³odnieniu ulegaj¹ tu oocyty niedojrza³e (czyli takie, które nie osi¹gnê³y
stadium metafazy II). Jednak w wiêkszo�ci przypadków oocyty psowatych, podobnie
jak oocyty innych gatunków ssaków, s¹ zap³adniane w stadium metafazy II [59].

 W wyniku fuzji gamet plemnik wnosi do cytoplazmy oocytu czynnik aktywuj¹cy,
fosfolipazê C zeta, która prowadzi do powstania w oocycie oscylacji cytoplazma-
tycznego stê¿enia wolnych jonów wapniowych ([Ca2+]

i
). To w³a�nie te oscylacje

umo¿liwiaj¹ aktywacjê oocytu, czyli ukoñczenie drugiego podzia³u mejotycznego i
przej�cie do interfazy pierwszego podzia³u zarodkowego. Oscylacje [Ca2+]

i
 prowadz¹

równie¿ do powstania bloku przeciwko polispermii oraz reguluj¹ ekspresjê pewnych
bia³ek i tym samym wp³ywaj¹ na pó�niejsze etapy rozwoju zarodkowego. Celem
niniejszej pracy jest przedstawienie mechanizmu powstawania oscylacji [Ca2+]

i
 w

zap³odnionym oocycie oraz przybli¿enie procesów przez nie wywo³anych. Pokrótce
zosta³ te¿ opisany sposób, w jaki oocyty nabywaj¹ w czasie dojrzewania mejotycznego
(tj. w okresie miêdzy zakoñczeniem profazy I a metafaz¹ II) zdolno�ci do genero-
wania oscylacji [Ca2+]

i
 w czasie zap³odnienia. Przygotowuj¹c tê pracê opiera³am

siê g³ównie na danych uzyskanych w do�wiadczeniach przeprowadzonych na
oocytach i zarodkach myszy, ale przedstawione poni¿ej procesy przebiegaj¹ w
podobny sposób u wielu innych gatunków ssaków, w tym u cz³owieka.

2. POWSTANIE OSCYLACJI [Ca2+]
i

Pierwotnie zak³adano, ¿e oscylacje stê¿enia wolnych jonów Ca2+ w cytoplazmie
oocytu ([Ca2+]

i
) powstaj¹ na skutek zwi¹zania siê plemnika z receptorami b³onowymi

oocytu, które poprzez �cie¿kê sygna³ow¹ zale¿n¹ od bia³ek G i/lub kinaz tyrozyno-
wych aktywuj¹ fosfolipazy C (beta lub gamma), co prowadzi do zale¿nego od IP

3

wzrostu [Ca2+]
i
 [17, 27, 62]. Obecnie przewa¿a opinia, ¿e u saków za aktywacjê
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oocytu odpowiada plemnikowy czynnik aktywuj¹cy (SOAF, z ang. Sperm-derived
Oocyte Activating Factor), który dostaje siê do cytoplazmy oocytu w wyniku fuzji
gamet. Do roli SOAF kandydowa³o wiele bia³ek: oscylina, skrócona forma receptora
c-kit � tr-kit (z ang. truncated c-kit), ró¿ne izoformy fosfolipazy C [54, 65]. Badania
sprzed kilku lat dowodz¹, ¿e plemnikowym czynnikiem aktywuj¹cym jest fosfolipaza
C zeta � PLC zeta (ang. Phospholipase C zeta), izoforma fosfolipazy C specyficz-
na tylko dla plemników [50, 66]. Enzym ten, podobnie jak pozosta³e fosfolipazy C,
ma dwie domeny katalityczne: X i Y, cztery domeny typu EF-hand i domenê C2,
nie ma natomiast domeny PH (ryc. 1) [58]. Domeny katalityczne X i Y odpowiadaj¹
za reakcjê hydrolizy 4,5-dwufosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP

2
) do diacyloglicerolu

(DAG) i 1,4,5-trójfosforanu inozytolu (IP
3
). Domeny typu EF-hand wi¹¿¹ jony Ca2+

(aktywno�æ PLC zeta podobnie jak i pozosta³ych fosfolipaz C zale¿y od jonów Ca2+),
a tak¿e prawdopodobnie utrzymuj¹ odpowiedni¹ konformacjê domen katalitycznych.
Domena C2 zakotwicza PLC zeta w b³onach lipidowych, a wiêc w bezpo�rednim
s¹siedztwie PIP

2
 � substratu enzymu, i prawdopodobnie zastêpuje domenê PH, która

w innych izoformach PLC odpowiada za wi¹zanie substratu [32, 51, 66].
IP

3
 powsta³y w reakcji katalizowanej przez PLC zeta wi¹¿e siê z receptorami

w b³onach siateczki �ródplazmatycznej. W komórkach ssaków wystêpuj¹ 3 ró¿ne
izoformy receptora IP

3
, jednak w oocytach obficie wystêpuje jedynie receptor typu

I (IP
3
R1). Receptory te maj¹ formê tetramerów. Na N-koñcu pojedynczego ³añcucha

aminokwasowego znajduje siê domena wi¹¿¹ca IP
3
, za� na C-koñcu � 6 domen

transb³onowych tworz¹cych kana³ wapniowy i lokuj¹cych receptor w b³onach
siateczki �ródplazmatycznej (ryc. 2) [55, 56]. IP

3
R1 ma tak¿e liczne miejsca fosfo-

rylacji dla kinaz fazy M, takich jak MPF i MAPK [36, 41].
Zwi¹zanie IP

3
 przez receptor umo¿liwia otwarcie kana³u wapniowego i wyrzut

zgromadzonych w cysternach siateczki jonów Ca2+ do cytoplazmy [49]. Prowadzi to do
zmiany [Ca2+]

i
, która w oocytach ssaków ma postaæ trwaj¹cych kilka godzin oscylacji [43].

Powstanie oscylacji [Ca2+]
i
 jest wynikiem sposobu, w jaki jony Ca2+ reguluj¹ dzia³anie

RYCINA  1. Struktura fosfolipaz C zeta i delta. PLC zeta, podobnie jak inne fosfolipazy C ma cztery
domeny typu EF-hand, domeny katalityczne X i Y oraz domenê C2; w przeciwieñstwie do pozosta³ych
fosfolipaz C, np. PLC delta, nie ma jednak domeny PH
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receptorów IP
3
. Wzrost [Ca2+]

i
 powy¿ej pewnego poziomu prowadzi do zamkniêcia kana³u

wapniowego, dziêki czemu przewagê zdobywa proces transportu jonów Ca2+ z powrotem
do cystern siateczki. Za transport ten odpowiadaj¹ zlokalizowane w b³onach siateczki zale¿ne
od ATP pompy Ca2+. Obni¿enie [Ca2+]

i
 prowadzi do ponownego otwarcia kana³ów

wapniowych i kolejnego wyrzutu Ca2+ do cytoplazmy [5, 56].

3. KSZTA£TOWANIE SIÊ W OOCYTACH ZDOLNO�CI
DO GENEROWANIA OSCYLACJI [Ca2+]

i

Zdolno�æ do generowania oscylacji [Ca2+]
i
 w odpowiedzi na zap³odnienie kszta³tuje

siê w oocycie myszy w czasie dojrzewania mejotycznego, czyli w okresie od zakoñ-
czenia profazy I do osi¹gniêcia stadium metafazy II. Wówczas to zmienia siê m.in.
struktura siateczki �ródplazmatycznej, g³ównego zbiornika jonów Ca2+ w oocycie.
W profazowych oocytach myszy cysterny siateczki s¹ równomiernie rozproszone
w cytoplazmie. W czasie dojrzewania siateczka �ródplazmatyczna tworzy wokó³
chromatyny i formuj¹cego siê wrzeciona podzia³owego strukturê w kszta³cie
pier�cienia [19]. W transport cystern siateczki wchodz¹cych w sk³ad pier�cienia
zaanga¿owana jest dyneina, bia³ko motoryczne zwi¹zane z mikrotubulami [42].
Pier�cieñ siateczki ulega rozproszeniu po zakoñczeniu I podzia³u mejotycznego, a
jego funkcja nie jest jeszcze do koñca poznana [19]. W czasie przej�cia miêdzy
metafaz¹ I a metafaz¹ II cysterny siateczki �ródplazmatycznej przemieszczaj¹ siê
wzd³u¿ mikrofilamentów aktynowych w rejon podb³onowy, co prowadzi do powstania
gêstej, kortykalnej sieci skupisk (ang. clusters) cystern siateczki, struktury charak-
terystycznej dla oocytów w stadium metafazy II. Zgrupowania te nie formuj¹ siê

RYCINA  2.  Struktura  pojedynczego  ³añcucha  aminokwasowego  receptora  IP
3
  typu  1.  W pojedynczym

³añcuchu aminokwasowym receptora IP
3
 (receptor  wystêpuje  w  formie tetrameru) wyró¿nia  siê  trzy

domeny:  domenê  wi¹¿¹c¹  IP
3
,  domenê  regulacyjn¹ oraz sk³adaj¹c¹ siê z sze�ciu transb³onowych helis

domenê tworz¹c¹ kana³ Ca2+
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jedynie w rejonie wrzeciona podzia³owego [18, 19] (przegl¹d starszych publikacji
na ten temat w [30]).

W dojrzewaj¹cych oocytach zwiêksza siê tak¿e liczba IP
3
R1. Bia³ko to tworzy

wyra�ne agregaty zlokalizowane g³ównie w skupiskach cystern siateczki �ródplazma-
tyczej [30, 37]. Zahamowanie ekspresji IP

3
R1 przy u¿yciu RNAi obni¿a³o zdolno�æ

oocytów do generowania oscylacji [Ca2+]
i
 w odpowiedzi na zap³odnienie � rejestro-

wano w nich mniej wyrzutów Ca2+ ni¿ w oocytach kontrolnych, krócej trwa³ te¿
pierwszy wyrzut Ca2+ [74]. Nieliczne wyrzuty Ca2+ zaobserwowano tak¿e, gdy
zap³odnieniu poddano oocyty, w których w czasie dojrzewania wywo³ano degradacjê
IP

3
R1 (degradacjê wywo³uje stymulacja receptora przez IP

3
 b¹d� przez adenofostynê

A, zwi¹zek bêd¹cy agonist¹ IP
3
, por. rozdz. 5) [28, 37].

W czasie dojrzewania IP
3
R1 ulega modyfikacjom potranslacyjnym. Ostatnie

badania wykaza³y, ¿e receptory te s¹ wówczas fosforylowane przez kinazê MAP.
Modyfikacja ta wp³ywa pozytywnie na zdolno�æ receptora do po�redniczenia w
wytwarzaniu oscylacji [Ca2+]

i
 [36]. Byæ mo¿e w regulacji receptorów IP

3
 bierze

te¿ udzia³ MPF. W receptorach tych znaleziono bowiem sekwencje rozpoznawane
przez CDK1 (z ang. Cyclin-Dependent Kinase 1), kinazê wchodz¹c¹ w sk³ad MPF
[41]. IP

3
R1 ma tak¿e potencjalne miejsca fosforylacji dla kinazy II zale¿nej od Ca2+

i kalmoduliny � CaMKII (z ang. Ca2+/Calmodulin-Dependent Kinase II) czy kinaz
bia³kowych A, C i G [55, 56]. Nie wiadomo jednak, czy bior¹ one udzia³ w regulacji
dzia³ania receptorów IP

3
 w oocytach. Badania z zastosowaniem inhibitorów powy¿-

szych kinaz wykaza³y bowiem, ¿e ich aktywno�æ nie jest konieczna do powstania
w oocytach wyrzutów Ca2+ indukowanych przez IP

3
 [37].

Niektórzy badacze sugeruj¹ równie¿, ¿e w czasie dojrzewania oocytu wzrasta
stê¿enie jonów Ca2+ zgromadzonych w cysternach siateczki �ródplazmatycznej.
Wskazuj¹ na to wyniki do�wiadczeñ z u¿yciem jonoforów Ca2+. Wzrost [Ca2+]

i
 w

oocytach niedojrza³ych poddanych dzia³aniu jonoforu jest mniejszy ni¿ w trakto-
wanych w ten sam sposób oocytach w metafazie II [30].

Zmiany w strukturze siateczki �ródplazmatycznej, liczbie, regulacji i lokalizacji
receptorów IP

3
 oraz ewentualny wzrost stê¿enia jonów Ca2+ w komórce przyczyniaj¹

siê do wzrostu podatno�ci oocytów na dzia³anie plemnikowego czynnika aktywuj¹cego.
Oocyty dojrzewaj¹ce, (czyli takie, które wznowi³y mejozê, lecz nie osi¹gnê³y jeszcze
stadium metafazy II) b¹d� to wcale nie generuj¹ oscylacji [Ca2+]

i
 w odpowiedzi na PLC

zeta, b¹d� te¿ obserwuje siê w nich mniej wyrzutów Ca2+ ni¿ w oocytach dojrza³ych
(w metafazie II). W oocytach nastrzykniêtych komplementarnym RNA (cRNA)
koduj¹cym PLC zeta w czasie dojrzewania pierwszy wyrzut Ca2+ trwa zazwyczaj krócej
ni¿ w oocytach nastrzykniêtych dopiero w stadium metafazy II. Ponadto oocyty dojrzewa-
j¹ce rozpoczynaj¹ oscylacje [Ca2+]

i
 przy wy¿szym poziomie ekspresji PLC zeta ni¿

oocyty dojrza³e (ryc. 3) [Ajduk, Maleszewski, Swann, dane niepublikowane]. Obserwacje
te s¹ zgodne z wynikami wcze�niejszych badañ, w których zap³adniano oocyty w ró¿nych
stadiach mejozy: w zap³odnionych eksperymentalnie oocytach w profazie I odpowied�
wapniowa by³a s³absza ni¿ ta zarejestrowana po zap³odnieniu oocytów w metafazie II
[30]. Wydaje siê tak¿e, i¿ w³a�nie dziêki kortykalnym skupiskom cystern siateczki i
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receptorów IP
3
 rejon podb³onowy oocytu jest bardziej wra¿liwy na dzia³anie plemnikowego

czynnika aktywuj¹cego ni¿ g³êbsze warstwy cytoplazmy [37]. Badania nad rozprzestrzenianiem
siê sygna³u wapniowego dowiod³y, ¿e skupiska cystern siateczki i IP

3
R1 s¹ tymi miejscami,

gdzie rozpoczyna siê fala wzrostu [Ca2+]
i 
[10].

4. JONY Ca2+ JAKO CZYNNIK INICJUJ¥CY WZNOWIENIE
MEJOZY, BLOK PRZECIWKO POLISPERMII I ROZWÓJ

ZARODKOWY

Aby mo¿liwa by³a inicjacja poszczególnych procesów zwi¹zanych z aktywacj¹ oocytu,
stê¿enie jonów Ca2+ w cytoplazmie musi byæ podwy¿szone przez okre�lony, inny dla
ka¿dego procesu czas [52, 53, 67]. Kontroluj¹c eksperymentalnie liczbê wyrzutów Ca2+

RYCINA 3. Odpowied� wapniowa zarejestrowana w oocytach dojrzewaj¹cych i dojrza³ych (w metafazie
II) nastrzykniêtych mRNA PLC zeta. Oocyty dojrzewaj¹ce i dojrza³e by³y nastrzykiwane fluorescen-
cyjnym wska�nikiem stê¿enia wolnych jonów Ca2+ oraz komplementarnym RNA koduj¹cym PLC zeta
skoniugowan¹ z lucyferaz¹. Nastêpnie przy u¿yciu kamery PCC (z ang. Photon Counting Camera)
zamontowanej do mikroskopu fluorescencyjnego rejestrowane by³y: fluorescencja �wiadcz¹ca o [Ca2+]

i
oraz luminescencja (�wiat³o powstaj¹ce w reakcji katalizowanej przez lucyferazê) �wiadcz¹ca o poziomie
ekspresji PLC zeta-luc. Wykresy A-C przedstawiaj¹ przyk³adowe zapisy pomiarów fluorescencji ([Ca2+]

i
;

szara linia) i luminescencji (PLC zeta-luc; czarna linia). Ponad 35% oocytów dojrzewaj¹cych nie
wytworzy³o ani jednego wyrzutu Ca2+ w odpowiedzi na PLC zeta-luc (A), za� prawie 30% wygenerowa³o
jedynie 2�5 wyrzutów Ca2+ (3 wyrzuty Ca2+ na wykresie B). Wiêkszo�æ (97%) oocytów dojrza³ych
wytworzy³a natomiast ponad 6 wyrzutów Ca2+ (C). �redni poziom PLC zeta, przy którym oscylacje
[Ca2+]

i
 zaczyna³y siê w oocytach dojrzewaj¹cych (B), by³ znacz¹co wy¿szy ni¿ w przypadku oocytów

dojrza³ych (C)
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wykazano, ¿e do rozpoczêcia reakcji korowej (czyli egzocytozy ziaren korowych, która
zabezpiecza oocyt ssaka przed zap³odnieniem polispermicznym) wystarczy 1 wyrzut Ca2+,
do wznowienia mejozy � kilka wyrzutów Ca2+, za� do uformowania przedj¹drzy oraz
poprawnej ekspresji bia³ek syntetyzowanych na podstawie matczynego mRNA � ok.
20 wyrzutów Ca2+ [8]. Dziêki tej zró¿nicowanej wra¿liwo�ci na podwy¿szone [Ca2+]

i

procesy towarzysz¹ce aktywacji oocytu s¹ odpowiednio roz³o¿one w czasie. Schemat
aktywacji oocytu przedstawiono na rycinie 4.

4.1. Wznowienie mejozy

Czynnikiem warunkuj¹cym utrzymanie oocytu w stadium metafazy II podzia³u
mejotycznego a¿ do momentu zap³odnienia jest MPF (z ang. M-phase Promoting
Factor). Kompleks ten sk³ada siê z podjednostki katalitycznej � kinazy serynowej
CDK1, zwanej te¿ bia³kiem p34, oraz podjednostki regulatorowej � cykliny B. W
stadium metafazy II degradacja cykliny B jest równowa¿ona przez syntezê tego
bia³ka [50, 73]. Nadmiernej proteolizie cykliny B, a tym samym inaktywacji MPF,
zapobiega tzw. czynnik cytostatyczny � CSF (z ang. Cytostatic Factor) (przegl¹d
w [2, 46]). Ostatnio wykazano, i¿ aktywno�æ CSF zale¿y od bia³ka Emi2 (z ang.
Early Mitotic Inhibitor 2). Emi2 hamuje aktywno�æ APC (z ang. Anaphase
Promoting Complex), kompleksu odpowiedzialnego za ubikwitynacjê m.in. cykliny
B i skierowanie jej do degradacji w proteosomie. Wi¹¿e ono bowiem bia³ko CDC20,
bêd¹ce aktywatorem APC [57, 63, 68].

Wznowienie mejozy w zap³odnionym oocycie zwi¹zane jest ze wzrostem aktyw-
no�ci kinazy zale¿nej od Ca2+ i kalmoduliny (CaMKII) (ryc. 5) [31, 39]. Wywo³ane
zap³odnieniem oscylacje [Ca2+]

i
 prowadz¹ do zmian w aktywno�ci tego enzymu:

ro�nie ona wraz ze wzrostem [Ca2+]
i
 i wraz ze spadkiem [Ca2+]

i 
siê obni¿a [44,

RYCINA  4.  Schemat aktywacji oocytu: wzrost [Ca2+]
i
 wywo³any przez PLC zeta prowadzi, poprzez

aktywacjê m.in. CaMKII, do powstania bloku przeciwko polispermii, wznowienia mejozy, wzrostu
produkcji ATP czy translacji matczynych mRNA; oscylacje [Ca2+]

i
 wp³ywaj¹ tak¿e na pó�niejszy

rozwój zarodkowy



722 A. AJDUK

45]. CaMKII wraz z kinaz¹ Plk1 (z ang. Polo-like Kinase 1) fosforyluje bia³ko
Emi2 [24, 61], co umo¿liwia jego degradacjê i pe³n¹ aktywacjê kompleksu APC.
Kinaza Plk1 jest aktywna w oocycie ju¿ w czasie metafazy II, jednak by mog³a
przy³¹czyæ resztê fosforanow¹ do bia³ka Emi2, musi zostaæ ono wpierw ufosforylo-
wane przez CaMKII, aktywowan¹ dopiero w czasie zap³odnienia [24, 57, 61].
Aktywacja APC prowadzi do degradacji w proteosomie S26 takich bia³ek, jak: cyklina
B [38, 50] czy sekuryna [40]. Proteoliza cykliny B powoduje obni¿enie aktywno�ci
MPF i umo¿liwia rozpoczêcie anafazy II. Degradacja sekuryny prowadzi natomiast
do uwolnienia separazy, enzymu, który indukuje rozdzia³ chromatyd [33, 70]. W ten
sposób dochodzi do ukoñczenia II podzia³u mejotycznego i rozpoczêcia interfazy I
podzia³u zarodkowego.

4.2. Powstanie bloku przeciwko polispermii

Oscylacje [Ca2+]
i
 inicjuj¹ tak¿e reakcjê korow¹, czyli egzocytozê zawarto�ci ziaren

korowych do przestrzeni oko³o¿ó³tkowej (tj. przestrzeni miêdzy oocytem a os³onk¹
przejrzyst¹). Ziarna (granule) korowe wywodz¹ siê z aparatu Golgiego i s¹ nagroma-
dzane w podpowierzchniowej warstwie oocytu w czasie jego wzrostu i dojrzewania.
Zawarte w nich enzymy modyfikuj¹ os³onkê przejrzyst¹. Uwolniona z granul
glikozylaza modyfikuje bia³ko ZP3 os³onki, co uniemo¿liwia wi¹zanie siê z os³onk¹

RYCINA 5. Mechanizm umo¿liwiaj¹cy wznowienie mejozy w zap³odnionym oocycie: wzrost [Ca2+]
i

prowadzi do aktywacji CaMKII, co z kolei umo¿liwia aktywacjê APC; ubikwitynacja katalizowana
przez APC powoduje degradacjê cykliny B oraz sekuryny, co skutkuje wznowieniem mejozy przez
oocyt (szczegó³y w tek�cie)
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nowych plemników; z kolei proteaza powoduje lizê bia³ek ZP2, które odpowiadaj¹
za �przytrzymywanie� plemników ju¿ zwi¹zanych [75].

Reakcja korowa, podobnie jak wznowienie mejozy, zwi¹zana jest z aktywno�ci¹
CaMKII. Wyniki badañ prowadzonych na komórkach somatycznych sugeruj¹, ¿e
CaMKII fosforyluje bia³ka kotwicz¹ce w korteksie pêcherzyki wydzielnicze (do
których zaliczaj¹ siê w oocycie ziarna korowe), co umo¿liwia ich od³¹czenie i
transport pod b³onê komórki [13, 23]. W transporcie ziaren korowych bior¹ udzia³
mikrofilamenty aktynowe. Motorem zapewniaj¹cym przesuwanie siê ziaren wzd³u¿
mikrofilamentów jest miozyna II. Bia³ko to jest aktywowane na skutek fosforylacji
katalizowanej przez kinazê lekkich ³añcuchów miozyny � MLCK (z ang. Myosin
Light Chain Kinase). Aktywno�æ MLCK, podobnie jak aktywno�æ CaMKII, zale¿y
od Ca2+ i kalmoduliny [9, 47].

Badania przeprowadzone na oocytach szczura wykaza³y, ¿e w przebieg reakcji
korowej mog¹ byæ tak¿e zaanga¿owane konwencjonalne kinazy bia³kowe C � cPKC
(z ang. conventional Protein Kinase C) [14, 16]. Aktywno�æ tych kinaz zale¿y
od jonów Ca2+ oraz diacyloglicerolu, zatem ulegaj¹ one aktywacji po zap³odnieniu.
Konwencjonalne PKC fosforyluj¹ wiele bia³ek wchodz¹cych w sk³ad cytoszkieletu
[35], tym samym mog¹ wiêc regulowaæ jego strukturê i umo¿liwiaæ zaj�cie reakcji
korowej [14, 16]. Aktywna cPKC fosforyluje w oocytach bia³ko MARCKS (z ang.
Myristoylated Alanin-rich C Kinase Substrate) sieciuj¹ce mikrofilamenty aktyno-
we, powoduj¹c ich przemieszczenie z rejonu podb³onowego w g³¹b korteksu [15].
Prawdopodobnie pozwala to na transport ziaren korowych bezpo�rednio pod b³onê
komórkow¹, co z kolei warunkuje egzocytozê tych ziaren.

RYCINA 6. Mechanizm powstania bloku przeciwko polispermii: wzrost [Ca2+]
i 
prowadzi do aktywacji

CaMKII, MLCK oraz konwencjonalnych PKC (razem z diacyloglicerolem). Kinazy te fosforyluj¹ bia³ka
zwi¹zane z cytoszkieletem (w tym np. bia³ko MARCKS czy miozynê), umo¿liwiaj¹c zaj�cie reakcji
korowej. Wzrost [Ca2+]

i
 przyczynia siê tak¿e do powstania bloku przeciwko polispermii na poziomie

b³ony komórkowej
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Zap³odnienie prowadzi tak¿e do powstania bloku przeciwko polispermii na pozio-
mie b³ony komórkowej oocytu. U ssaków mechanizm tego bloku nie zosta³ jeszcze
dok³adnie zbadany. Przypuszczalnie wi¹¿e siê on z reorganizacj¹ cytoszkieletu w
strefie podb³onowej oocytu, b¹d� te¿ z reorganizacj¹ struktury bia³kowo-lipidowej
b³ony komórkowej, co utrudnia/uniemo¿liwia zwi¹zanie siê plemnika z b³on¹ komórko-
w¹ oocytu [20]. Wiadomo, ¿e towarzysz¹ce zap³odnieniu oscylacje [Ca2+]

i
 oraz

wzrost aktywno�ci CaMKII s¹ potrzebne, choæ niewystarczaj¹ce do wytworzenia
bloku b³onowego [21, 22, 48, 72] (przegl¹d starszych prac na ten temat w [20]).
Pozosta³e czynniki (czynnik?) niezbêdne do rozwoju bloku b³onowego pozostaj¹ nadal
nieznane.

4.3. Zmiany w gospodarce energetycznej komórki

Oscylacje [Ca2+]
i
 wywo³ane zap³odnieniem powoduj¹ wzrost stê¿enia wolnych

jonów Ca2+ w mitochondriach oocytu [11]. Badania prowadzone na komórkach
somatycznych wykaza³y, ¿e wzrost ten stymuluje w mitochondriach fosforylacjê
oksydacyjn¹: aktywuje dehydrogenazy cyklu Krebsa, ³añcuch oddechowy oraz
syntazê ATP [4, 25]. W oocytach myszy wzrost [Ca2+]

i
 wzmaga redukcjê NAD+ i

flawoprotein w mitochondriach [12], a tak¿e produkcjê ATP [6]. Zwiêkszenie
poziomu syntezy ATP jest konieczne, by sprostaæ wysokiemu zapotrzebowaniu
energetycznemu zarodka. Ju¿ samo podtrzymanie oscylacji [Ca2+]

i
 wymaga du¿ych

ilo�ci ATP (w transport jonów Ca2+ z cytoplazmy z powrotem do �wiat³a siateczki
�ródplazmatycznej zaanga¿owane s¹ pompy zale¿ne od ATP). Dodatkowo zap³odnie-
nie prowadzi do aktywacji wielu szlaków sygna³owych oraz metabolizmu komórki,
co równie¿ przyczynia siê do zwiêkszonego zu¿ycia ATP.

4.4. Ekspresja bia³ek matczynych, aktywacja genomu zarodkowego i dalszy
rozwój zarodka

Na skutek wywo³anych przez zap³odnienie oscylacji [Ca2+]
i
 dochodzi do wzmo¿o-

nej translacji szeregu zgromadzonych w oocycie mRNA, m.in. mRNA koduj¹cego
cyklinê A2, bia³ko reguluj¹ce cykl komórkowy [9]. Sposób, w jaki zap³odnienie indukuje
translacjê zgromadzonych w oocycie mRNA, nie jest jeszcze do koñca poznany.
Translacja wywo³ana zap³odnieniem wydaje siê byæ zwi¹zana z fosforylacj¹ bia³ek
CPEB (z ang. Cytoplasmic Poliadenylation Element Binding Protein) [7].
Do�wiadczenia wykonane na komórkach nerwowych �wiadcz¹ o tym, ¿e bia³ka CPEB
mog¹ byæ fosforylowane przez CaMKII [3]. Translacja matczynego mRNA, a
zw³aszcza mRNA koduj¹cego cyklinê A2, warunkuje aktywacjê genomu zarodkowego
[1, 26], która w przypadku zarodków myszy ma miejsce ju¿ w stadium 2-komórkowym.

Liczba wyrzutów Ca2+ i ich sumaryczny czas trwania w czasie aktywacji oocytu
wp³ywaj¹ te¿ na pó�niejszy rozwój zarodków [52, 67]. Mimo ¿e pojedynczy du¿y
wyrzut Ca2+ jest w stanie doprowadziæ do wznowienia mejozy w oocycie i umo¿liwiæ
rozwój przedimplantacyjny zarodka myszy [53, 67] (przegl¹d wcze�niejszych prac na
ten temat w [64]), to wydaje siê, i¿ jedynie d³ugotrwa³e oscylacje [Ca2+]

i
 umo¿liwiaj¹

pe³n¹ realizacjê programu rozwojowego. Wzór ekspresji genów w zarodkach (w
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stadium blastocysty), w których eksperymentalnie wygaszono oscylacje [Ca2+]
i
 wkrótce

po zap³odnieniu, by³ inny ni¿ w zarodkach kontrolnych. Odmiennej ekspresji ulega³y
geny koduj¹ce bia³ka zaanga¿owane w transkrypcjê, modyfikacjê mRNA oraz
reguluj¹ce cykl komórkowy/proliferacjê [52]. Ponadto w zarodkach, w których
oscylacje [Ca2+]

i
 trwa³y zbyt krótko, ni¿szy by³ poziom ekspresji genów koduj¹cych

bia³ka bior¹ce udzia³ w adhezji komórek (integryn, kadheryn, kolagenu), co przynajmniej
czê�ciowo t³umaczy zaburzenia w procesie implantacji takich zarodków [52, 67]. Co
ciekawe, gdy w zap³odnionych oocytach zwiêkszono przy u¿yciu impulsów elektrycz-
nych liczbê wyrzutów Ca2+, rozwój zarodkowy tak¿e by³ zaburzony. Zauwa¿ono ró¿nice
w poziomie ekspresji genów koduj¹cych bia³ka zwi¹zane z metabolizmem, a tak¿e
istotne upo�ledzenie rozwoju poimplantacyjnego [52].

 5. WYGASZANIE OSCYLACJI [Ca2+]i

Oscylacje [Ca2+]
i
 zanikaj¹ w okresie tworzenia siê przedj¹drzy, czyli j¹der inter-

fazowych I cyklu zarodkowego [43]. Zwi¹zane jest to z gromadzeniem w powstaj¹-
cych przedj¹drzach PLC zeta [34, 76], co ogranicza dostêp enzymu do PIP

2
,

hamuj¹c tym samym produkcjê IP
3
. Transport PLC zeta do j¹dra komórkowego

mo¿liwy jest dziêki temu, ¿e bia³ko to ma sekwencjê lokalizacji j¹drowej � NLS (z
ang. Nuclear Localization Signal) [34].

Gromadzenie siê PLC zeta w przedj¹drzach jest jednak tylko jedn¹ z przyczyn
wygasania oscylacji [Ca2+]

i
. Badania prowadzone na komórkach somatycznych

wykaza³y, ¿e wi¹zanie siê IP
3
 prowadzi do zmian w konformacji receptorów IP

3
R1,

a nastêpnie do ich ubikwitynacji [69] i degradacji przez proteosom [71]. Do�wiad-
czenia wykonane na oocytach myszy potwierdzaj¹ te wyniki. Zap³odnienie, któremu
towarzyszy intensywna produkcja IP

3
, skutkuje zale¿n¹ od proteosomu degradacj¹

IP
3
R1 [37]. Prowadzi to do stopniowego upo�ledzenia mechanizmu uwalniania Ca2+

z cystern siateczki do cytoplazmy. W interfazie dochodzi tak¿e do defosforylacji
IP

3
R1, co dodatkowo hamuje powstawanie oscylacji [Ca2+]

i
 [29, 36].

Zanikanie oscylacji [Ca2+]
i
 mo¿e byæ tak¿e zwi¹zane z wywo³anymi zap³odnieniem

zmianami w strukturze siateczki �ródplazmatycznej i w lokalizacji IP
3
R1. Mniej wiêcej w

czasie, gdy ukoñczony zostaje II podzia³ mejotyczny, skupiska cystern siateczki i IP
3
R1 ulegaj¹

bowiem rozproszeniu, co os³abia zdolno�æ oocytu do podtrzymywania oscylacji [Ca2+]
i 
[18].

6. PODSUMOWANIE

Oscylacje [Ca2+]
i
 pe³ni¹ niezwykle wa¿n¹ funkcjê w procesie aktywacji oocytu.

S¹ sygna³em umo¿liwiaj¹cym wznowienie mejozy i powstanie bloku przeciw
polispermii, wp³ywaj¹ tak¿e na rozwój zarodkowy. Choæ badania ostatnich lat
wyja�ni³y szereg procesów zwi¹zanych z zap³odnieniem i aktywacj¹ rozwoju
zarodkowego, wci¹¿ wiele pytañ pozostaje bez odpowiedzi. Nadal nie znamy
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wszystkich enzymów bior¹cych udzia³ w szlakach sygna³owych zale¿nych od wapnia.
Nie wiemy równie¿, w jaki sposób oscylacje [Ca2+]

i
 inicjowane tu¿ po zap³odnieniu

i trwaj¹ce jedynie przez kilka godzin mog¹ regulowaæ pó�niejsze etapy kszta³towania
siê zarodka. Zagadnienia te s¹ niew¹tpliwie jednymi z najwiêkszych i najwa¿niejszych
wyzwañ wspó³czesnej biologii rozwoju. Ci¹g³y rozwój nowych technik biologii
molekularnej daje nadziejê na rozwi¹zanie wielu �wapniowych zagadek�, a tym
samym na ustalenie przyczyn niektórych typów bezp³odno�ci czy nieprawid³owo�ci
w rozwoju p³odu.
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