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Streszczenie: Zaptodnienie prowadzi do powstania w oocycie myszy oscylacji cytoplazmatycznego
stezenia wolnych jonow Ca®* ([Ca®']). Oscylacje te powstaja w sposob zalezny od 1,4,5-trojfosforanu
inozytolu (IP}) produkowanego przelz plemnikowa izoformg fosfolipazy C, fosfolipazg¢ C zeta (PLC
zeta). Trwaja przez kilka godzin, az do momentu utworzenia si¢ przedjadrzy. Zdolnos$¢ do generowania
w odpowiedzi na zaptodnienie dtugotrwatych oscylacji [Ca”]i ksztaltuje si¢ w oocytach myszy w czasie
dojrzewania mejotycznego, czyli w okresie od zakonczenia profazy pierwszego podziatu mejotycznego
do stadium metafazy drugiego podzialu mejotycznego. Ponizsza praca ma na celu omdéwienie roli, jaka
wywotlane zaplodnieniem oscylacje [Ca”]i pelnia w aktywacji rozwoju zarodkowego. Przedstawiony
zostal mechanizm inaktywacji MPF i wznowienia mejozy oraz powstania bloku przeciwko polispermii.
Opisano takze wpltyw oscylacji [Ca®'] na gospodarke energetyczna komorki, translacje matczynego
mRNA i poimplantacyjny rozwoj zaroldkowy.

Stowa kluczowe: wapn, zaptodnienie, rozwoj 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 ([Ca”]. ). Calcium oscillations are generated in a process involving inositol 1,4,5-triphosphate
(IP,) produced lby phospholipase C zeta (PLC zeta), a sperm specific isoform of phospholipase C.
Cafcium transients last for several hours until the time of pronuclei formation. The ability to generate and
sustain long-lasting oscillations of [Ca*"] is developed in oocytes during meiotic maturation, i.e. in a
period between the completion of prophése 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 dojrzalej ptciowo samicy myszy (a takze innych ssakow, w tym
cztowieka) sa zablokowane w stadium profazy pierwszego podzialu mejotycznego
(profazy I). W warunkach in vivo wyrzut produkowanego przez przysadke hormonu
lutenizujacego prowadzi do wznowienia mejozy przez czg$¢ oocytow. Dochodzi w
nich wowczas do rozpadu otoczki jadrowej jadra profazowego (tzw. pecherzyka
zarodkowego) oraz do uformowania ptytki metafazowej i wrzeciona podzialowego
metafazy [. Nastgpnie oocyty przechodza pierwszy podzial mejotyczny i ich rozwoj
ulega ponownemu zablokowaniu, tym razem w stadium metafazy drugiego podziatu
mejotycznego (metafazy II). Wtedy tez oocyty sa owulowane, czyli uwalniane z
jajnika do jajowodu i moga ulec zaptodnieniu. Wyjatek stanowia oocyty ssakow z
rodziny psowatych, takich jak psy i lisy. Oocyty tych gatunkow sa owulowane w
stadium profazy I, a stadium metafazy Il osiagaja dopiero w jajowodach. Zdarza
sie zatem, ze zaptodnieniu ulegaja tu oocyty niedojrzate (czyli takie, ktore nie osiagnety
stadium metafazy II). Jednak w wigkszo$ci przypadkdw oocyty psowatych, podobnie
jak oocyty innych gatunkow ssakow, sa zapladniane w stadium metafazy II [59].

W wyniku fuzji gamet plemnik wnosi do cytoplazmy oocytu czynnik aktywujacy,
fosfolipazg C zeta, ktéra prowadzi do powstania w oocycie oscylacji cytoplazma-
tycznego stezenia wolnych jonéw wapniowych ([Ca*]). To wilasnie te oscylacje
umozliwiaja aktywacj¢ oocytu, czyli ukonczenie drugiego podziatu mejotycznego i
przejscie do interfazy pierwszego podziatu zarodkowego. Oscylacje [Ca*'], prowadza
rowniez do powstania bloku przeciwko polispermii oraz reguluja ekspresje¢ pewnych
biatek i tym samym wplywaja na pdzniejsze etapy rozwoju zarodkowego. Celem
niniejszej pracy jest przedstawienie mechanizmu powstawania oscylacji [Ca*'] w
zaptodnionym oocycie oraz przyblizenie proceséw przez nie wywotanych. Pokrotce
zostal tez opisany sposob, w jaki oocyty nabywaja w czasie dojrzewania mejotycznego
(tj. w okresie miedzy zakonczeniem profazy I a metafaza 1) zdolnosci do genero-
wania oscylacji [Ca*"], w czasie zaplodnienia. Przygotowujac t¢ prace opieratam
si¢ gldéwnie na danych uzyskanych w doswiadczeniach przeprowadzonych na
oocytach i1 zarodkach myszy, ale przedstawione ponizej procesy przebiegaja w
podobny sposob u wielu innych gatunkow ssakow, w tym u czlowieka.

2. POWSTANIE OSCYLACIJI [Ca™],

Pierwotnie zaktadano, ze oscylacje stezenia wolnych jonow Ca?" w cytoplazmie
oocytu ([Ca*]) powstaja na skutek zwiazania si¢ plemnika z receptorami btonowymi
oocytu, ktore poprzez $ciezke sygnatowa zalezna od biatek G i/lub kinaz tyrozyno-
wych aktywuja fosfolipazy C (beta lub gamma), co prowadzi do zaleznego od IP,
wzrostu [Ca*]. [17, 27, 62]. Obecnie przewaza opinia, Ze u sakow za aktywacje
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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 domeng C2; w przeciwienstwie do pozostatych
fosfolipaz C, np. PLC delta, nie ma jednak domeny PH

oocytu odpowiada plemnikowy czynnik aktywujacy (SOAF, z ang. Sperm-derived
QOocyte Activating Factor), ktory dostaje si¢ do cytoplazmy oocytu w wyniku fuzji
gamet. Do roli SOAF kandydowato wiele biatek: oscylina, skrocona forma receptora
c-kit — tr-kit (z ang. truncated c-kit), rd6zne izoformy fosfolipazy C [54, 65]. Badania
sprzed kilku lat dowodza, Zze plemnikowym czynnikiem aktywujacym jest fosfolipaza
C zeta — PLC zeta (ang. Phospholipase C zeta), izoforma fosfolipazy C specyficz-
na tylko dla plemnikow [50, 66]. Enzym ten, podobnie jak pozostate fosfolipazy C,
ma dwie domeny katalityczne: X i Y, cztery domeny typu EF-hand i domeng C2,
nie ma natomiast domeny PH (ryc. 1) [58]. Domeny katalityczne X i Y odpowiadaja
za reakcjg hydrolizy 4,5-dwufosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP,) do diacyloglicerolu
(DAG) i 1,4,5-trojfosforanu inozytolu (IP,). Domeny typu EF-hand wiaza jony Ca**
(aktywnos$¢ PLC zeta podobnie jak i pozostatych fosfolipaz C zalezy od jonéw Ca*"),
a takze prawdopodobnie utrzymuja odpowiednia konformacj¢ domen katalitycznych.
Domena C2 zakotwicza PLC zeta w btonach lipidowych, a wigc w bezposrednim
sasiedztwie PIP, — substratu enzymu, i prawdopodobnie zast¢puje domeng PH, ktora
w innych izoformach PLC odpowiada za wiazanie substratu [32, 51, 66].

IP, powstaly w reakcji katalizowanej przez PLC zeta wiaze sig¢ z receptorami
w blonach siateczki §rodplazmatycznej. W komorkach ssakow wystepuja 3 rozne
izoformy receptora IP,, jednak w oocytach obficie wystgpuje jedynie receptor typu
I (TP,R1). Receptory te maja formg tetrameréw. Na N-koncu pojedynczego fancucha
aminokwasowego znajduje si¢ domena wiazaca IP,, za$ na C-koncu — 6 domen
transbtonowych tworzacych kanat wapniowy i lokujacych receptor w btonach
siateczki srodplazmatycznej (ryc. 2) [S5, 56]. IP,R1 ma takze liczne miejsca fosfo-
rylacji dla kinaz fazy M, takich jak MPF i MAPK [36, 41].

Zwiazanie [P, przez receptor umozliwia otwarcie kanatu wapniowego i wyrzut
zgromadzonych w cysternach siateczki jonow Ca** do cytoplazmy [49]. Prowadzi to do
zmiany [Ca*'], ktéra w oocytach ssakéw ma posta¢ trwajacych kilka godzin oscylacji [43].
Powstanie oscylacji [Ca*']. jest wynikiem sposobu, w jaki jony Ca*" reguluja dziatanie
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RYCINA 2. Struktura pojedynczego fancucha aminokwasowego receptora IP, typu 1. W pojedynczym
fancuchu aminokwasowym receptora IP, (receptor wystepuje w formie tetrameru) wyroznia si¢ trzy
domeny: domeng wiazaca IP,, domeng regulacyjna oraz skladajaca si¢ z szesciu transbtonowych helis
domeng tworzaca kanat Ca>*

receptorow IP_. Wzrost [Ca*']. powyzej pewnego poziomu prowadzi do zamknigcia kanatu
wapniowego, dzigki czemu przewage zdobywa proces transportu jonow Ca** z powrotem
do cystern siateczki. Za transport ten odpowiadaja zlokalizowane w blonach siateczki zalezne
od ATP pompy Ca*". Obnizenie [Ca®'], prowadzi do ponownego otwarcia kanatow
wapniowych i kolejnego wyrzutu Ca** do cytoplazmy [5, 56].

3. KSZTALTOWANIE SIE W OOCYTACH ZDOLNOSCI
DO GENEROWANIA OSCYLACJI [Ca*],

Zdolnos¢ do generowania oscylacji [Ca**], w odpowiedzi na zaptodnienie ksztattuje
si¢ W oocycie myszy w czasie dojrzewania mejotycznego, czyli w okresie od zakon-
czenia profazy I do osiaggnigcia stadium metafazy II. Woéwczas to zmienia si¢ m.in.
struktura siateczki $rodplazmatycznej, gtéwnego zbiornika jonow Ca’>" w oocycie.
W profazowych oocytach myszy cysterny siateczki sa rGwnomiernie rozproszone
w cytoplazmie. W czasie dojrzewania siateczka Srodplazmatyczna tworzy wokot
chromatyny i formujacego si¢ wrzeciona podziatlowego struktur¢ w ksztalcie
pierscienia [19]. W transport cystern siateczki wchodzacych w sktad pierscienia
zaangazowana jest dyneina, biatko motoryczne zwiazane z mikrotubulami [42].
Pierscien siateczki ulega rozproszeniu po zakonczeniu I podziatu mejotycznego, a
jego funkcja nie jest jeszcze do konca poznana [19]. W czasie przejscia migdzy
metafaza 1 a metafaza Il cysterny siateczki $rodplazmatycznej przemieszczajg si¢
wzdtuz mikrofilamentow aktynowych w rejon podblonowy, co prowadzi do powstania
gestej, kortykalnej sieci skupisk (ang. clusters) cystern siateczki, struktury charak-
terystycznej dla oocytoéw w stadium metafazy IlI. Zgrupowania te nie formuja sig
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jedynie w rejonie wrzeciona podzialowego [18, 19] (przeglad starszych publikacji
na ten temat w [30]).

W dojrzewajacych oocytach zwigksza sig takze liczba IP,R1. Biatko to tworzy
wyrazne agregaty zlokalizowane gtownie w skupiskach cystern siateczki srodplazma-
tyczej [30, 37]. Zahamowanie ekspresji IP,R1 przy uzyciu RNAi obnizato zdolnos¢
oocytow do generowania oscylacji [Ca*"]. w odpowiedzi na zaptodnienie — rejestro-
wano w nich mniej wyrzutow Ca’" niz w oocytach kontrolnych, krocej trwat tez
pierwszy wyrzut Ca?" [74]. Nieliczne wyrzuty Ca*" zaobserwowano takze, gdy
zaptodnieniu poddano oocyty, w ktorych w czasie dojrzewania wywotano degradacje
IP,R1 (degradacje wywotuje stymulacja receptora przez IP, badz przez adenofostyng
A, zwiazek bedacy agonista IP,, por. rozdz. 5) [28, 37].

W czasie dojrzewania IP,R1 ulega modyfikacjom potranslacyjnym. Ostatnie
badania wykazatly, ze receptory te sa wowczas fosforylowane przez kinazeg MAP.
Modyfikacja ta wplywa pozytywnie na zdolno$¢ receptora do posredniczenia w
wytwarzaniu oscylacji [Ca*]. [36]. By¢ moze w regulacji receptorow IP, bierze
tez udziat MPF. W receptorach tych znaleziono bowiem sekwencje rozpoznawane
przez CDKI1 (z ang. Cyclin-Dependent Kinase 1), kinazg wchodzaca w sktad MPF
[41]. IP,R1 ma takze potencjalne migjsca fosforylacji dla kinazy II zaleznej od Ca**
i kalmoduliny — CaMKII (z ang. Ca**/Calmodulin-Dependent Kinase II) czy kinaz
biatkowych A, C 1 G [55, 56]. Nie wiadomo jednak, czy biora one udziat w regulacji
dziafania receptorow IP, w oocytach. Badania z zastosowaniem inhibitorow powyz-
szych kinaz wykazaty bowiem, ze ich aktywno$¢ nie jest konieczna do powstania
w oocytach wyrzutow Ca** indukowanych przez 1P, [37].

Niektorzy badacze sugeruja rowniez, ze w czasie dojrzewania oocytu wzrasta
stezenie jonow Ca?" zgromadzonych w cysternach siateczki $rodplazmatycznej.
Wskazuja na to wyniki do$wiadczef z uzyciem jonoforow Ca®. Wzrost [Ca®] w
oocytach niedojrzatych poddanych dziataniu jonoforu jest mniejszy niz w trakto-
wanych w ten sam sposob oocytach w metafazie II [30].

Zmiany w strukturze siateczki $rdédplazmatycznej, liczbie, regulacji i lokalizacji
receptorow 1P, oraz ewentualny wzrost stgzenia jonow Ca** w komoérce przyczyniaja
si¢ do wzrostu podatnosci oocytow na dziatanie plemnikowego czynnika aktywujacego.
Oocyty dojrzewajace, (czyli takie, ktore wznowily mejoze, lecz nie osiagnely jeszcze
stadium metafazy II) badZ to wcale nie generuja oscylacji [Ca**], w odpowiedzi na PLC
zeta, badz tez obserwuje si¢ w nich mniej wyrzutow Ca*" niz w oocytach dojrzatych
(w metafazie II). W oocytach nastrzyknigtych komplementarnym RNA (cRNA)
kodujacym PLC zeta w czasie dojrzewania pierwszy wyrzut Ca’* trwa zazwyczaj krocej
niz w oocytach nastrzyknigtych dopiero w stadium metafazy I1. Ponadto oocyty dojrzewa-
jace rozpoczynaja oscylacje [Ca*], przy wyzszym poziomie ekspresji PLC zeta niz
oocyty dojrzate (ryc. 3) [Ajduk, Maleszewski, Swann, dane niepublikowane]. Obserwacje
te sa zgodne z wynikami wczesniejszych badan, w ktorych zaptadniano oocyty w réznych
stadiach mejozy: w zaptodnionych eksperymentalnie oocytach w profazie I odpowiedz
wapniowa byla stabsza niz ta zarejestrowana po zaplodnieniu oocytow w metafazie 11
[30]. Wydaje si¢ takze, iz wtasnie dzigki kortykalnym skupiskom cystern siateczki i
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RYCINA 3. Odpowiedz wapniowa zarejestrowana w oocytach dojrzewajacych i dojrzatych (w metafazie
II) nastrzyknigtych mRNA PLC zeta. Oocyty dojrzewajace i dojrzate byly nastrzykiwane fluorescen-
cyjnym wskaznikiem stezenia wolnych jonéw Ca®* oraz komplementarnym RNA kodujacym PLC zeta
skoniugowang z lucyferaza. Nastgpnie przy uzyciu kamery PCC (z ang. Photon Counting Camera)
zamontowanej do mikroskopu fluorescencyjnego rejestrowane byly: fluorescencja swiadczaca o [Caz+]i
oraz luminescencja ($wiatto powstajace w reakcji katalizowanej przez lucyferaze) Swiadczaca o poziomie
ekspresji PLC zeta-luc. Wykresy A-C przedstawiaja przyktadowe zapisy pomiaréw fluorescencji ([Ca2+]i;
szara linia) i luminescencji (PLC zeta-luc; czarna linia). Ponad 35% oocytéw dojrzewajacych nie
wytworzylo ani jednego wyrzutu Ca®* w odpowiedzi na PLC zeta-luc (A), za$ prawie 30% wygenerowato
jedynie 2-5 wyrzutow Ca®>" (3 wyrzuty Ca’" na wykresie B). Wickszo$¢ (97%) oocytow dojrzatych
wytworzyta natomiast ponad 6 wyrzutow Ca®" (C). Sredni poziom PLC zeta, przy ktérym oscylacje
[Ca2+]i zaczynaly si¢ w oocytach dojrzewajacych (B), byt znaczaco wyzszy niz w przypadku oocytow
dojrzatych (C)

receptorow IP, rejon podblonowy oocytu jest bardziej wrazliwy na dziatanie plemnikowego
czynnika aktywujacego niz glebsze warstwy cytoplazmy [37]. Badania nad rozprzestrzenianiem
sig sygnatu wapniowego dowiodly, ze skupiska cystern siateczki i IP,R1 sg tymi miejscami,
gdzie rozpoczyna si¢ fala wzrostu [Ca*] [10].

4. JONY Ca* JAKO CZYNNIK INICJUJACY WZNOWIENIE
MEJOZY, BLOK PRZECIWKO POLISPERMII I ROZWOJ
ZARODKOWY

Aby mozliwa byla inicjacja poszczegdlnych proceséw zwiazanych z aktywacja oocytu,
stezenie jonow Ca*" w cytoplazmie musi by¢ podwyzszone przez okreslony, inny dla
kazdego procesu czas [52, 53, 67]. Kontrolujac eksperymentalnie liczbg wyrzutow Ca*
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RYCINA 4. Schemat aktywacji oocytu: wzrost [Ca2+]i wywotany przez PLC zeta prowadzi, poprzez
aktywacje¢ m.in. CaMKII, do powstania bloku przeciwko polispermii, wznowienia mejozy, wzrostu
produkcji ATP czy translacji matczynych mRNA; oscylacje [Ca2+]i wplywaja takze na pozniejszy
rozwo6j zarodkowy

wykazano, ze do rozpoczecia reakcji korowej (czyli egzocytozy ziaren korowych, ktora
zabezpiecza oocyt ssaka przed zaptodnieniem polispermicznym) wystarczy 1 wyrzut Ca*',
do wznowienia mejozy — kilka wyrzutow Ca?*, za§ do uformowania przedjadrzy oraz
poprawnej ekspresji bialek syntetyzowanych na podstawie matczynego mRNA — ok.
20 wyrzutow Ca** [8]. Dzigki tej zroznicowanej wrazliwosci na podwyzszone [Ca*'],
procesy towarzyszace aktywacji oocytu sa odpowiednio roztozone w czasie. Schemat
aktywacji oocytu przedstawiono na rycinie 4.

4.1. Wznowienie mejozy

Czynnikiem warunkujacym utrzymanie oocytu w stadium metafazy Il podzialu
mejotycznego az do momentu zaptodnienia jest MPF (z ang. M-phase Promoting
Factor). Kompleks ten sktada si¢ z podjednostki katalitycznej — kinazy serynowe;j
CDK1, zwanej tez bialkiem p34, oraz podjednostki regulatorowej — cykliny B. W
stadium metafazy II degradacja cykliny B jest rGwnowazona przez syntez¢ tego
biatka [50, 73]. Nadmiernej proteolizie cykliny B, a tym samym inaktywacji MPF,
zapobiega tzw. czynnik cytostatyczny — CSF (z ang. Cytostatic Factor) (przeglad
w [2, 46]). Ostatnio wykazano, iz aktywnos¢ CSF zalezy od biatka Emi2 (z ang.
Early Mitotic Inhibitor 2). Emi2 hamuje aktywno$¢ APC (z ang. Anaphase
Promoting Complex), kompleksu odpowiedzialnego za ubikwitynacje m.in. cykliny
B i skierowanie jej do degradacji w proteosomie. Wigze ono bowiem biatko CDC20,
bedace aktywatorem APC [57, 63, 68].

Wznowienie mejozy w zaptodnionym oocycie zwigzane jest ze wzrostem aktyw-
nosci kinazy zaleznej od Ca?* i kalmoduliny (CaMKII) (ryc. 5) [31, 39]. Wywotane
zaptodnieniem oscylacje [Ca*']. prowadza do zmian w aktywnosci tego enzymu:
ro$nie ona wraz ze wzrostem [Ca*’] i wraz ze spadkiem [Ca®’] si¢ obniza [44,



722 A. AIDUK

A Emi2 ;{8‘”9
(l[ CaMK|
CDCZ0 Ak "
APC APC-CDC20
nieaktywny) [aktywny)

\ MPF

WZrost A A /B

—_— A
ot CaMKll —2 4 Pc\
Separaia

B APC 526

= —— %Ry
CDK1-cycB CDK1
{aktywna) (nieaktywna)

ub ikwit\,rna

elfuryna
separaza separaza
(nieaktywna) [aktywna)

RYCINA 5. Mechanizm umozliwiajacy wznowienie mejozy w zaptodnionym oocycie: wzrost [Ca2+]i
prowadzi do aktywacji CaMKII, co z kolei umozliwia aktywacj¢ APC; ubikwitynacja katalizowana
przez APC powoduje degradacje¢ cykliny B oraz sekuryny, co skutkuje wznowieniem mejozy przez
oocyt (szczegoty w tekscie)

45]. CaMKII wraz z kinaza Plkl (z ang. Polo-like Kinase 1) fosforyluje biatko
Emi2 [24, 61], co umozliwia jego degradacje i pelng aktywacje kompleksu APC.
Kinaza Plk1 jest aktywna w oocycie juz w czasie metafazy II, jednak by mogta
przytaczy¢ resztg fosforanowa do biatka Emi2, musi zosta¢ ono wpierw ufosforylo-
wane przez CaMKII, aktywowana dopiero w czasie zaplodnienia [24, 57, 61].
Aktywacja APC prowadzi do degradacji w proteosomie S26 takich bialek, jak: cyklina
B [38, 50] czy sekuryna [40]. Proteoliza cykliny B powoduje obnizenie aktywnosci
MPF i umozliwia rozpoczecie anafazy II. Degradacja sekuryny prowadzi natomiast
do uwolnienia separazy, enzymu, ktory indukuje rozdziat chromatyd [33, 70]. W ten
sposob dochodzi do ukonczenia Il podziatu mejotycznego i rozpoczegcia interfazy I
podziatu zarodkowego.

4.2. Powstanie bloku przeciwko polispermii

Oscylacje [Ca*']; inicjuja takzZe reakcje korowa, czyli egzocytozg zawarto$ci ziaren
korowych do przestrzeni okotozottkowej (tj. przestrzeni miedzy oocytem a ostonka
przejrzysta). Ziarna (granule) korowe wywodza si¢ z aparatu Golgiego i sa nagroma-
dzane w podpowierzchniowej warstwie oocytu w czasie jego wzrostu i dojrzewania.
Zawarte w nich enzymy modyfikuja ostonkg przejrzysta. Uwolniona z granul
glikozylaza modyfikuje biatko ZP3 ostonki, co uniemozliwia wigzanie si¢ z ostonka
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RYCINA 6. Mechanizm powstania bloku przeciwko polispermii: wzrost [Ca”]i prowadzi do aktywacji
CaMKII, MLCK oraz konwencjonalnych PKC (razem z diacyloglicerolem). Kinazy te fosforyluja biatka
zwiazane z cytoszkieletem (w tym np. bialko MARCKS czy miozyng), umozliwiajac zajscie reakcji
korowej. Wzrost [Ca”]i przyczynia sig takze do powstania bloku przeciwko polispermii na poziomie
btony komorkowe;j

nowych plemnikow; z kolei proteaza powoduje lize bialek ZP2, ktore odpowiadaja
za ,,przytrzymywanie” plemnikow juz zwiazanych [75].

Reakcja korowa, podobnie jak wznowienie mejozy, zwiazana jest z aktywnoscia
CaMKII. Wyniki badan prowadzonych na komodrkach somatycznych sugeruja, ze
CaMKII fosforyluje biatka kotwiczace w korteksie pecherzyki wydzielnicze (do
ktorych zaliczaja sig w oocycie ziarna korowe), co umozliwia ich odlaczenie i
transport pod btong komorki [13, 23]. W transporcie ziaren korowych biora udziat
mikrofilamenty aktynowe. Motorem zapewniajacym przesuwanie si¢ ziaren wzdhiz
mikrofilamentow jest miozyna II. Bialko to jest aktywowane na skutek fosforylacji
katalizowanej przez kinaze lekkich tancuchow miozyny — MLCK (z ang. Myosin
Light Chain Kinase). Aktywnos¢ MLCK, podobnie jak aktywno§¢ CaMKII, zalezy
od Ca*" i kalmoduliny [9, 47].

Badania przeprowadzone na oocytach szczura wykazaly, ze w przebieg reakcji
korowej moga by¢ takze zaangazowane konwencjonalne kinazy biatkowe C — cPKC
(z ang. conventional Protein Kinase C) [14, 16]. Aktywno$¢ tych kinaz zalezy
od jonow Ca*" oraz diacyloglicerolu, zatem ulegaja one aktywacji po zaptodnieniu.
Konwencjonalne PKC fosforyluja wiele biatlek wchodzacych w sktad cytoszkieletu
[35], tym samym moga wigc regulowac jego strukturg i umozliwia¢ zajscie reakcji
korowej [14, 16]. Aktywna cPKC fosforyluje w oocytach biatko MARCKS (z ang.
Mpyristoylated Alanin-rich C Kinase Substrate) sieciujace mikrofilamenty aktyno-
we, powodujac ich przemieszczenie z rejonu podblonowego w glab korteksu [15].
Prawdopodobnie pozwala to na transport ziaren korowych bezposrednio pod btong
komoérkowa, co z kolei warunkuje egzocytoze tych ziaren.



724 A. AIDUK

Zaptodnienie prowadzi takze do powstania bloku przeciwko polispermii na pozio-
mie btony komodrkowej oocytu. U ssakoéw mechanizm tego bloku nie zostat jeszcze
doktadnie zbadany. Przypuszczalnie wiaze si¢ on z reorganizacja cytoszkieletu w
strefie podbtonowej oocytu, badz tez z reorganizacja struktury biatkowo-lipidowe;j
btony komoérkowej, co utrudnia/uniemozliwia zwigzanie si¢ plemnika z btong komorko-
wa oocytu [20]. Wiadomo, Ze towarzyszace zaplodnieniu oscylacje [Ca’'], oraz
wzrost aktywnos$ci CaMKII sa potrzebne, cho¢ niewystarczajace do wytworzenia
bloku btonowego [21, 22, 48, 72] (przeglad starszych prac na ten temat w [20]).
Pozostate czynniki (czynnik?) niezbgdne do rozwoju bloku blonowego pozostaja nadal
nieznane.

4.3. Zmiany w gospodarce energetycznej komorki

Oscylacje [Ca*]. wywolane zaplodnieniem powoduja wzrost stezenia wolnych
jonow Ca** w mitochondriach oocytu [11]. Badania prowadzone na komoérkach
somatycznych wykazaty, ze wzrost ten stymuluje w mitochondriach fosforylacje
oksydacyjna: aktywuje dehydrogenazy cyklu Krebsa, tancuch oddechowy oraz
syntazg ATP [4, 25]. W oocytach myszy wzrost [Ca*"]. wzmaga redukcje NAD" i
flawoprotein w mitochondriach [12], a takze produkcje ATP [6]. Zwigkszenie
poziomu syntezy ATP jest konieczne, by sprosta¢ wysokiemu zapotrzebowaniu
energetycznemu zarodka. Juz samo podtrzymanie oscylacji [Ca*']. wymaga duzych
ilo$ci ATP (w transport jonow Ca*" z cytoplazmy z powrotem do $wiatta siateczki
srdédplazmatycznej zaangazowane sa pompy zalezne od ATP). Dodatkowo zaptodnie-
nie prowadzi do aktywacji wielu szlakow sygnatowych oraz metabolizmu komorki,
co réwniez przyczynia si¢ do zwigkszonego zuzycia ATP.

4.4. Ekspresja biatek matczynych, aktywacja genomu zarodkowego i dalszy
rozw0j zarodka

Na skutek wywotanych przez zaptodnienie oscylacji [Ca*"]. dochodzi do wzmozo-
nej translacji szeregu zgromadzonych w oocycie mRNA, m.in. mRNA kodujacego
cykling A2, biatko regulujace cykl komorkowy [9]. Sposob, w jaki zaptodnienie indukuje
translacj¢ zgromadzonych w oocycie mRNA, nie jest jeszcze do konca poznany.
Translacja wywotana zaptodnieniem wydaje si¢ by¢ zwiazana z fosforylacja bialek
CPEB (z ang. Cytoplasmic Poliadenylation Element Binding Protein) [7].
Doswiadczenia wykonane na komorkach nerwowych §wiadcza o tym, ze biatka CPEB
moga by¢ fosforylowane przez CaMKII [3]. Translacja matczynego mRNA, a
zwtlaszcza mRNA kodujacego cykling A2, warunkuje aktywacje genomu zarodkowego
[1, 26], ktora w przypadku zarodkéw myszy ma miejsce juz w stadium 2-komorkowym.

Liczba wyrzutow Ca?*i ich sumaryczny czas trwania w czasie aktywacji oocytu
wplywaja tez na pozniejszy rozwdj zarodkow [52, 67]. Mimo ze pojedynczy duzy
wyrzut Ca®" jest w stanie doprowadzi¢ do wznowienia mejozy w oocycie i umozliwié
rozwoj przedimplantacyjny zarodka myszy [53, 67] (przeglad wczesniejszych prac na
ten temat w [64]), to wydaje sig, iz jedynie dlugotrwate oscylacje [Ca*"]. umozliwiaja
pelna realizacjg programu rozwojowego. Wzor ekspresji genow w zarodkach (w
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stadium blastocysty), w ktérych eksperymentalnie wygaszono oscylacje [Ca*"]. wkrotce
po zaptodnieniu, byt inny niz w zarodkach kontrolnych. Odmiennej ekspresji ulegaty
geny kodujace bialka zaangazowane w transkrypcje, modyfikacje mRNA oraz
regulujace cykl komoérkowy/proliferacje [52]. Ponadto w zarodkach, w ktérych
oscylacje [Ca*]. trwaty zbyt krotko, nizszy byt poziom ekspresji genéw kodujacych
biatka biorace udzial w adhezji komorek (integryn, kadheryn, kolagenu), co przynajmniej
czgsciowo tlumaczy zaburzenia w procesie implantacji takich zarodkow [52, 67]. Co
ciekawe, gdy w zaptodnionych oocytach zwigkszono przy uzyciu impulséw elektrycz-
nych liczbe wyrzutow Ca*', rozw0j zarodkowy takze byt zaburzony. Zauwazono réznice
w poziomie ekspresji genéw kodujacych biatka zwiazane z metabolizmem, a takze
istotne uposledzenie rozwoju poimplantacyjnego [52].

5. WYGASZANIE OSCYLACIJI [Ca*],

Oscylacje [Ca*']. zanikaja w okresie tworzenia si¢ przedjadrzy, czyli jader inter-
fazowych I cyklu zarodkowego [43]. Zwiazane jest to z gromadzeniem w powstaja-
cych przedjadrzach PLC zeta [34, 76], co ogranicza dostgp enzymu do PIP,,
hamujac tym samym produkcj¢ IP,. Transport PLC zeta do jadra komorkowego
mozliwy jest dzigki temu, ze biatko to ma sekwencj¢ lokalizacji jadrowej — NLS (z
ang. Nuclear Localization Signal) [34].

Gromadzenie si¢ PLC zeta w przedjadrzach jest jednak tylko jedna z przyczyn
wygasania oscylacji [Ca*']. Badania prowadzone na komorkach somatycznych
wykazaly, ze wigzanie sig IP, prowadzi do zmian w konformacji receptorow IP.R1,
a nastgpnie do ich ubikwitynacji [69] 1 degradacji przez proteosom [71]. Doswiad-
czenia wykonane na oocytach myszy potwierdzaja te wyniki. Zaptodnienie, ktéremu
towarzyszy intensywna produkcja IP,, skutkuje zalezna od proteosomu degradacja
IP.R1 [37]. Prowadzi to do stopniowego upo$ledzenia mechanizmu uwalniania Ca**
z cystern siateczki do cytoplazmy. W interfazie dochodzi takze do defosforylacji
IP.R1, co dodatkowo hamuje powstawanie oscylacji [Ca*'], [29, 36].

Zanikanie oscylacji [Ca*], moze by¢ takze zwiazane z wywotanymi zaptodnieniem
zmianami w strukturze siateczki Srodplazmatycznej 1 w lokalizacji IP,R1. Mniej wigeej w
czasie, gdy ukonczony zostaje Il podziat mejotyczny, skupiska cystern siateczki i IP,R1 ulegaja
bowiem rozproszeniu, co ostabia zdolno$¢ oocytu do podtrzymywania oscylacji [Ca*]. [18].

6. PODSUMOWANIE

Oscylacje [Ca®"]. pelnia niezwykle wazna funkcje w procesie aktywacji oocytu.
Sa sygnatem umozliwiajacym wznowienie mejozy i powstanie bloku przeciw
polispermii, wplywaja takze na rozwoj zarodkowy. Cho¢ badania ostatnich lat
wyjasnily szereg procesoOw zwiazanych z zaptodnieniem i aktywacja rozwoju
zarodkowego, wciaz wiele pytan pozostaje bez odpowiedzi. Nadal nie znamy
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wszystkich enzymow bioracych udziat w szlakach sygnatowych zaleznych od wapnia.
Nie wiemy réwniez, w jaki sposob oscylacje [Ca*']; inicjowane tuz po zaptodnieniu
1 trwajace jedynie przez kilka godzin moga regulowac pdzniejsze etapy ksztaltowania
si¢ zarodka. Zagadnienia te sa niewatpliwie jednymi z najwigkszych i najwazniejszych
wyzwan wspoélczesnej biologii rozwoju. Ciagly rozwo6j nowych technik biologii
molekularnej daje nadziejg¢ na rozwiazanie wielu ,,wapniowych zagadek”, a tym
samym na ustalenie przyczyn niektorych typéw bezptodnosci czy nieprawidtowosci
w rozwoju ptodu.
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