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ZASTOSOWANIE METOD WSPOMAGANEGO ZAP:LODNIENIA W BADANIACH ROZRODU
SSAKOW

ZAPLODNIENIE: POCZATEK ROZWOJU

Wiekszos¢ zwierzat, a posrod nich wszystkie
strunowce, rozmnaza sie na drodze plciowej.
Oznacza to, ze u organizmow tych zachodzg
jednoczesnie dwa zjawiska: rozmnazanie, czyli
tworzenie sie osobnikéw nastepnej generacji
i proces piciowy, czyli potaczenie genomow po-
chodzacych z dwéch osobnikéw rodzicielskich,
dajace nowg kombinacje genéw u osobnika po-
tomnego. U poczatku rozwoju osobniczego kaz-
dego organizmu rozmnazajgcego sie piciowo za-
chodzi zjawisko nazywane zaptodnieniem. Za-
ptodnienie rozpoczyna sie wtedy, gdy komérka
jajowa i plemnik wchodzg w kontakt ze sobg, a
konczy sie w chwili potgczenia i wymieszania sie
materiatu genetycznego pochodzacego od oboj-
ga rodzicéw. W trakcie zaptodnienia uczestni-
czace w nim dwie wyspecjalizowane komorki,
gamety, tacza sie i tworza totipotencjalng zygo-
te. Ta nowa komorka bedzie w stanie wytworzy¢
caty organizm zjego wszystkimi zréznicowany-
mi liniami komorkowymi tworzacymi tkanki
i narzady. Zachodzi to dzieki procesom rozwo-
jowym, ktore sa inicjowane w trakcie zaptodnie-
nia. Zaptodnienie jest tym okresem w cyklu
zyciowym organizmu, w czasie ktorego realizo-
wane s3 ,cele” rozmnazania pitciowego. Zarodek
osobnika nastepnej generacji to powstajaca
w trakcie zaptodnienia zygota. W konsekwencji
zaptodnienia komoérki jajowej przez plemnik

W zygocie zostaje odtworzona diploidalna liczba
chromosoméw. Fuzja gamet inicjuje aktywacje
komorki jajowej, niezbedng dla rozpoczecia roz-
woju zarodka.

W trakcie zaptodnienia, zanim dojdzie do
potaczenia plemnika z komorka jajowa, ple-
mnik musi pokona¢ szereg barier (ryc. 1). Owu-
lowany oocyt ssakéw zablokowany jest w meta-
fazie 1l podziatu mejotycznego. Jest on otoczony
kilkoma warstwami komorek pochodzacych
z pecherzyka jajnikowego; sa to tzw. komoérki
pecherzykowe. Plemnik musi przejsé pomiedzy
komérkami pecherzykowymi, aby wejs¢ w kon-
takt z glikoproteinowg ostonka przejrzystg, kto-
ra bezposrednio otacza oocyt. Plemnik naste-
pnie wigze sie z ostonka przejrzystg i w wyniku
tego wigzania zachodzg w nim zmiany, okresla-
ne mianem reakcji akrosomowej, ktére umozli-
wiajg przejscie plemnika przez ostonke przej-
rzysta. Dopiero po pokonaniu ostonki przejrzy-
stej plemnik moze zwiazaé sie z btong komor-
kowg oocytu (oolemma). Kolejnym etapem za-
ptodnienia jest fuzja bton komoérkowych ple-
mnika i oocytu. Wnikniecie plemnika do oocytu
powoduje dokonczenie mejozy, wyrazajgce sie
zniesieniem bloku metafazowego i wyrzuceniem
tak zwanego drugiego ciatka kierunkowego —
zaptodnione jajo przechodzi wtedy do pierwszej
interfazy zygotycznej.

TECHNIKI MIKROCHIRURGICZNE WSPOMAGAJACE ZAPLODNIENIE

W ciggu ostatnich lat nasza wiedza na temat
zaptodnienia znacznie sie rozszerzyta (Yanagi-

machi 1994). Duzy udziat maja w tym badania
wykorzystujgce techniki mikrochirurgiczne.
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PLEMNIK

KOMORKI PECHERZYKOWE

WRZECIONO METAFAZY I

OSt ONKA PRZEJRZYSTA

Doswiadczenia te sg wykonywane szklanymi
mikropipetami poruszanymi przy pomocy
manipulatorow zainstalowanych do mikrosko-
pu. Dzieki tej technice mozliwe jest miedzy
innymi przeprowadzanie mikrochirurgicznego
zaptodnienia in vitro komorek jajowych. W tra-
kcie doswiadczen tego typu zaptodnienie zacho-
dzi z pominieciem samodzielnego przechodze-
nia plemnika przez bariery takie jak, ostonka
przejrzysta otaczajgca komorke jajowg i btona
komoérkowa (oolemma) jaja. Warto podkreslic,
ze prace te przynoszg nam nie tylko korzysci
poznawcze: w oparciu o nie opracowano szereg
technik majacych znaczenie w leczeniu bez-
ptodnosci u ludzi.

W ostatnich latach wiele par majgcych pro-
blemy zwigzane z zaburzeniami funkcji rozrod-
czych doczekato sie wkasnych dzieci dzieki tech-
nologii zaptodnienia in vitro. Rutynowa proce-
dura zaptodnienia in vitro sprawdza sie w bar-
dzo licznych, ale jednak nie wszystkich przy-
padkach bezptodnosci. Zawies¢ moze na przy-
ktad wtedy, gdy plemniki pacjenta sa nieliczne
lub defektywne w taki sposob, ze nie moggq same
przejS¢ przez ostonke przejrzystg jaja. W takiej
sytuacji moga przyjs¢ z pomoca techniki mikro-
chirurgiczne pozwalajgce na wstrzykniecie ple-
mnika pod ostonke przejrzysta jaja (technika
SUZI od ang. subzonal sperm injection, iyc.2.1)
lub bezposrednio do cytoplazmy jaja (ICSlI,
intracytoplasmic sperm injection, ryc. 2.2).
W swoim artykule chciatbym skoncentrowac
sie przede wszystkim na tym, co stosowanie
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Ryc. 1. W trakcie zaptodnienia
plemnik musi pokonaé szereg
barier zanim potaczy sie z ko-
morka jajowa. Na schemacie
przedstawiono ten etap zaptod-
nienia, w ktérym plemnik po
przejsciu przez kilka warstw
komoérek pecherzykowych zo-
stat zwigzany na powierzchni
ostonki przejrzystej. Dopiero po
przejsciu przez ostonke przej-
rzystag plemnik moze potaczyc¢
sie z oocytem. W wyniku fuzji
gamet oocyt zostanie zwolniony
z bloku metafazowego i po do-
konczeniu mejozy przejdzie do
interfazy zygotycznej.

OOCYT

Ryc. 2. 1- Wstrzykiwanie plemnikéw pod ostonke
przejrzystg oocytu — SUZI (ang. subzonal sperm
injection); 2 — Wstrzykiwanie plemnikéw do cyto-
plazmy oocytu — ICSI (ang. intracytoplasmic sperm
injection).

technik wspomaganego zaptodnienia wniosto
do naszej wiedzy na temat biologii rozrodu ssa-
kéw. Wszedzie, gdzie opisywane doswiadczenia
majg rowniez zastosowanie kliniczne, zostanie
to podkreslone.

MIKROINIEKCJE DO JAJ CHOMIKA W BADANIACH NAD TRANSFORMACJA PLEMNIKA

Pierwsze doswiadczenia polegajace na me-
chanicznym wprowadzaniu plemnika do cyto-
plazmy oocytu przeprowadzone zostaty przez

Uehare i Yanagimachiego (1976). Wstrzykiwali
oni plemniki do oocytow chomika i wykazali, ze

jadro plemnika, wprowadzone w ten sposéb do
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cytoplazmy komoérki jajowej, ulega przeksztat-
ceniu w normalne przedjadrze meskie. Jednym
z pierwszych etap6éw przeksztatcenia plemnika,
zar6éwno w czasie normalnego zaptodnienia, jak
i po wstrzyknieciu plemnika do cytoplazmy ko-
morki jajowej, jest dekondensacja chromatyny
jego jadra. Technika mikroiniekcji plemnikow
do oocytow chomika pozwolita na badanie bio-
chemicznych mechanizméw transformaciji ich
jader w przedjadrze meskie. W doswiadczeniach
wykorzystujagcych te metode Zirkin i wsp.
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(1985) wstrzykiwali do cytoplazmy oocytu ple-
mniki, w ktérych wczesniej in vitro zredukowa-
Nno wigzania dwusiarczkowe (S-S) stabilizujace
chromatyne. Plemniki takie dekondensowaty
po wstrzyknieciu do cytoplazmy oocytu szybciej
niz plemniki kontrolne. Dowodzi to, ze jednym
z czynnikow kontrolujgcych dekondensacje
chromatyny plemnika w trakcie zaptodnienia
jest aktywnos$é cytoplazmy oocytu odpowie-
dzialnaza redukcje wigzan S-S wjadrze plemni-
ka.

TECHNIKA ICSI ZASTOSOWANA DO JAJ MYSZY UMOZLIWIA BADANIA NAD ROZWOJEM

Doswiadczenia wykorzystujgce metode po-
legajaca na mikroiniekcji plemnikéw do oocy-
téw chomika dostarczylty wielu informacji na
temat odziatywan j adrowo-cytoplazmatycznych
w trakcie zaptodnienia. Byto to mozliwe dlatego,
ze wstrzykiwanie plemnikéw u tego gatunku
jestwzglednie tatwe, a zastosowanie indukowa-
nej superowulacji pozwala na uzyskiwanie du-
zej liczby oocytéw. Rozwoj in vitro zarodkow
chomika poza stadium 2-komérkowe zachodzi
jednak z duzymi trudnosciami. Obiekt ten nie
jest wiec szczegélnie dogodny do badan nad
potencjatem rozwojowym zarodkéw uzyskiwa-
nych przez ICSI. Powstata wiec koniecznosc
prowadzenia doswiadczen, ktére pozwolityby
na modelu zwierzecym badaé efekty mikrochi-
rurgicznego zaptodnienia na rozwdj zarodka.
Chciano tez zbadaé czy wystepuja jakies efekty
stosowania tej techniki zaptodnienia poza-
ustrojowego w pourodzeniowym okresie zycia
organizméw, ktore rozwinely sie z zarodkéw
powstatych w wyniku iniekcji plemnikoéw. Wy-
darzeniem, ktére tak pobudzito rozwéj badan
nad zaptodnieniem mikrochirurgicznym byto
urodzenie sie pierwszych dzieci w nastepstwie
zastosowania ICSI dla przezwyciezenia nieptod-
nosci u ludzi (Patermo iwspétaut. 1992). Oka-
zalo sie, ze wstrzykiwanie plemnikoéw do oocy-
tow ludzkich przeprowadza¢ mozna przy pomo-
cy tej samej techniki, jaka byta stosowana dla
mikrochirurgcznego wprowadzania plemnikéw
do oocytéw chomika. Od tej pory technika ICSI
stata sie metoda wspomagania zaptodnienia,
ktéra jest stosowana powszechnie w wielu
osrodkach na swiecie, w tym takze i w Polsce.
W trakcie prac nad zaptodnieniem in vitro u lu-
dzi, prowadzonych z wykorzystaniem tej tech-
niki, dokonano szeregu obserwacji poszerzajg-
cych wiedze na temat procesow inicjujgcych
rozwoéj zarodkowy cztowieka. Jest jednak wiele
eksperymentow, ktérych nie moznawykonywac
z wykorzystaniem materiatu ludzkiego. Wynika
to zaréwno z przyczyn technicznych, jak i z

oczywistych powodow etycznych. Najlepszym
modelem dla badan nad ICSI wydaje sie by¢
mysz. Za zastosowaniem tego gatunku przema-
wia krotki czas osiggania zdolnosci do rozrodu
przez osobniki kolejnej generacji (kilka tygodni)
oraz fakt, ze wérod ssakow zaden inny gatunek
(poza cztowiekiem) nie jest tak dobrze poznany
pod wzgledem biologii rozrodu i genetyki. Sa
réwniez opracowane wzglednie proste metody
pozwalajgce na hodowle in vitro zarodkéw my-
szy od stadium zaptodnionej komaorkijajowej az
do blastocysty. Umiemy takze wprowadzaé za-
rodki poddane manipulacjom in vitro z powro-
tem do drog rodnych samicy. Przeniesione za-
rodki z duzg wydajnos$cig implantujag sie w ma-
cicy samicy-biorczyni i nastepnie przechodza
peilny rozwéj az do urodzenia. Niestety, proby
zastosowania ICSI do oocytow myszy przez diu-
gi czas konczyly sie niepowodzeniem. Wstrzyk-
niecie plemnika przy zastosowaniu standar-
dowej metody, w ktorej jest on wprowadzany do
cytoplazmy jaja przy pomocy poruszanej recz-
nie pipety szklanej (tak jak sie to robi w czasie
ICSI u chomika i u ludzi), okazato sie u myszy
bardzo trudne. Przeszkodg byta tu wielka pla-
stycznos¢ blony komérkowej oocytu myszy,
uniemozliwiajgca przebicie jej pipeta, ktéra
w ten spos6b nie mogta by¢ wprowadzona do
cytoplazmy. Jezeli wwyniku bardzo energiczne-
go manipulowania pipetg udawato sie czasem
przebi¢ oolemme jaja, to i tak najczesciej obu-
mierato ono wkrotce potem w wyniku wycieku
cytoplazmy przez otwor pozostajacy w blonie
komorkowej po wycofaniu pipety. Problemy te
zostaly przezwyciezone dopiero niedawno, gdy
Kimura i Yanagimachi z Uniwersytetu Hawaj-
skiego w Honolulu zastosowali manipulator,
w ktérym ruch postepowy pipety stuzacej do
wprowadzania plemnika kontrolowanyjest przy
pomocy urzadzenia piezoelektrycznego (Kimura
i Yanagimachi 1995a). Mikroiniektor piezoele-
ktryczny przy skoku pipety rzedu 1 pm nadaje
jej predkos¢ do 100 mm/sek., co pozwala na
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przebicie btony komérkowej oocytu myszy. Za-
stosowano takze obnizenie temperatury, w kté-
rej jest przeprowadzana mikrochirurgia, do ok.
17-18°C, co utatwia ,gojenie sie” oolemmy
i znacznie zwieksza czestos¢ przezywania oocy-
téw poddanych ICSI. Oocyty myszy zaptadniane
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w ten sposéb rozpoczynaty rozwdj in vitro, a po
przeszczepieniu do macicy matki zastepczej
przechodzity petny rozwdj az do urodzenia. No-
worodki myszy powstate w wyniku ICSI rozwi-
nety sie nastepnie w normalne i ptodne osobniki
doroste.

CZY OPROCZ JADRA PLEMNIKA ZYGOTA POTRZEBUJE DLA ROZWOJU INNYCH JEGO
SKEADNIKOW?

Gamety meskie (plemniki) réznig sie od ga-
met zenskich tym, ze w czasie ich powstawania
podziat mejotyczny, a zatem i redukcja liczby
chromosoméw do poziomu haploidalnego po-
przedza roznicowanie komorkowe. W trakcie
réznicowania meskie komoérki rozrodcze prze-
chodzg przez caly szereg intensywnych zmian
postmejotycznych, ktére prowadza do prze-
ksztatcenia haploidalnej spermatydy w zdolny
do zaptodnienia plemnik (patrz artykut przegla-
dowy: Yanagimachi 1994). Zmiany te obejmujg
przebudowe jadra komérkowego spermatydy w
sposéb, ktéry umozliwia osiggniecie bardzo ge-
stego upakowania chromosomoéw w gtéwce ple-
mnika. Zachodzi to dzieki zmianie struktury
chromatyny komérki rozrodczej w czasie sper-
miogenezy: procesu zachodzacego po zakoncze-
niu mejozy. W trakcie spermiogenezy biatka
histonowe budujgce chromosomy spermatydy
zostajg wymienione na biatka bardziej zasado-
we zwane protaminami. Dzieki swym wiasciwo-
Sciom protaminy pozwalaja na gesciejsze upa-
kowanie materialu genetycznego w jadrze ko-
moérkowym gtowki plemnika. W czasie spermio-
genezy powstaje rowniez witka plemnika, ktéra
umozliwia mu poruszanie sig, oraz akrosom
zawierajacy enzymy hiezbedne dla skutecznego
zaptodnienia. Plemnik opuszczajacy gonade,
cho¢ morfologicznie w petni uksztattowany, cig-
gle nie jestjeszcze zdolny do udziatu w zaptod-
nieniu. Okazuje sie, ze konieczne sg dalsze
modyfikacje, takie jak stabilizacja chromatyny
wjadrze plemnika poprzez powstawanie wigzan
dwusiarczkowych i nabranie przez plemnik
zdolnosci do ruchu. Obie te przemiany zacho-
dzaw czasie, gdy plemnik przebywaw najadrzu.
Dopiero dzieki tym modyfikacjom, uzupetnio-
nym jeszcze przez tak zwang kapacytacje w
drogach rodnych samicy, plemnik staje sie
zdolny do fuzji z komoérkajajowa. Natura post-
mejotycznej przebudowy meskich komorek roz-
rodczych jest od wielu lat obiektem intensyw-
nych badan. Osobne zagadnienie stanowi jed-
nak pytanie o znaczenie zmian zachodzacych w
czasie spermiogenezy i dojrzewania plemnika.
Nie ulega watpliwosci, ze haploidalne jadro ple-
mnikajest tym elementem, ktdryjest niezbedny

dla rozwoju zygoty. Pozostaje jednak pytanie,
czy takzejakie$ inne nizjadro sktadniki gamety
meskiej, ktére sa przez nig wnoszone do komoér-
ki jajowej w trakcie zaptodnienia, majg znacze-
nie dla rozwoju zarodka. Jezeli nie, to znaczy,
ze zmiany postmejotyczne zachodzace w me-
skich komorkach rozrodczych majg tylko umo-
zliwi¢ zaptodnienie i nie sg istotne w pézniej-
szych etapach rozwoju zygoty. Moze by¢ to pra-
wda réwniez w przypadku modyfikacji budowy
jadra komorkowego plemnika, ktéra tez moze
by¢ potrzebna tylko dla utatwienia dostarczenia
genomu ojcowskiego do cytoplazmy jaja. Z po-
wyzszym problemem tgczy sie pytanie o zywot-
nos¢ plemnika. Czy jego smier¢ jako komorki
(,Smier¢ cytologiczna”) jest zawsze jednoznacz-
na z utratg przez genom zdolnosci do uczestni-
czenia w rozwoju zarodka (,Smier¢ genetycz-
na”)? Na oba przedstawione powyzej pytania
mozna staraé sie odpowiedzie¢ badajgc rozwdj
zarodka, powstatego w nastepstwie mikrochi-
rurgicznego wprowadzania do oocytu izolowa-
nych jader plemnikéw lub calych ,martwych”
gamet meskich. Wstrzykiwanie plemnikéw do
oocytébw myszy z uzyciem iniektora piezoele-
ktrycznego zastosowano do wyjasnienia, czy
plemniki martwe jako komorki, moga stuzy¢ do
zaptodnienia przez ICSI. W trakcie rutynowego
postepowania przy stosowaniu ICSI u ludzi naj-
czesciej wybiera sie poruszajace sie plemniki,
ktdre sg nastepnie unieruchamiane. Dokonuje
sie tego na przyktad przez przycisniecie pipeta
witki plemnika do dna szalki. Immobilizacja
nastepuje prawdopodobnie w wyniku uszko-
dzenia btony komoérkowej plemnika. Niektorzy
autorzy uwazaja, ze unieruchomienie plemni-
kow przed wstrzyknieciem zwieksza czestos¢
zaptodnienia przez ICSI (Dozortsev i wspotaut.
1995). Jednoczesnie pojawity sie doniesienia, ze
zaobserwowano znaczny spadek wydajnosci za-
ptodnieniaw wyniku ICSI plemnikoéw ,zabitych”
na przyktad przez zamrazanie (Hoshi i wspot-
aut. 1995). Rozstrzygniecie tego problemu i wy-
jasnienie, jak stan plemnikéw wptywa na wy-
dajnos¢ ICSI, ma zasadnicze znaczenie przy
stosowaniu tej metody dla leczenia bezptodno-
sci u ludzi. W celu stwierdzenia czy plemniki
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musza by¢ nienaruszone i zywe, jezeli majg by¢
uzyte do ICSI, Kuretake i wspoOtaut. (1996a)
wstrzykiwali do cytoplazmy oocytow myszy ple-
mniki uszkadzane w rézny sposéb. Wstrzykiwa-
no plemniki zamrazane w warunkach unie-
mozliwiajgcych zachowanie integralnosci ich
cytoplazmy, a takze izolowane jgdra plemni-
kéw, uzyskiwane z gtéwek oddzielanych od wi-
tek przez poddanie plemnikéw dziataniu
ultradzwiekéw. Tak traktowane plemniki nie sg
zdolne do normalnego zaptodnienia. Okazato
sie jednak, ze po wstrzyknieciu do oocytu, za-
réwno uszkodzone plemniki, jak i izolowane
jadra plemnikéw sa w stanie uczestniczy¢
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w petnym rozwoju az do urodzenia. Oznacza to,
ze plemniki uzywane do ICSI moga by¢ uszko-
dzone i ze, przynajmniej u myszy, takie skiad-
niki plemnika jak btona komoérkowa, akrosom
czy witka nie sg konieczne dla normalnego
rozwoju. Tak wiec, sSmier¢ plemnika jako ko-
morki nie musi oznaczac, ze jego genom utracit
zdolnos$¢ do uczestniczenia w rozwoju. Okazuje
sie takze, ze warunki zamrazania plemnikéw
wystarczajgce dla zachowania integralnosci ich
materiatu genetycznego sg mniej Sciste niz te,
ktore sg wymagane dla zachowania zamrozo-
nych plemnikoéw przy zyciu.

PLEMNIKI NORMALNIE NIEZDOLNE DO ZAPLODNIENIA MOGA UCZESTNICZYC W ROZWOJU,
GDY SA WSTRZYKNIETE DO OOCYTU

Nieptodno$¢ moze mie¢ rozne przyczyny. U
myszy znamy sytuacje, w ktoérych zwigzanajest
ona z wystepowaniem okreslonej wady genety-
cznej. Na przykiad samce myszy niosgce dwa
komplementarne haplotypy (allele) tak zwanego
kompleksu t (t*/ty) zlokalizowanego na chromo-
somie 17 sg sterylne. Ich plemniki majg typowy
wyglad, sgjednak niezdolne do ruchu iw rezul-
tacie nie mogg uczestniczy¢ w normalnym za-
ptodnieniu (oIds 1971). Myszy te moga byc¢
przyktadem sytuacji, w ktorej czynniki genety-
czne odpowiedzialne sa za nieptodnos¢. Zasto-
sowanie ICSI pozwala stwierdzi¢, czy w wyniku
wady genetycznej uposledzone sa tylko funkcje
plemnikéw zwigzane z zaptodnieniem, czy tez
wplywa ona takze na pozniejsze procesy rozwo-
jowe. Okazuje sig, ze nieptodnos¢é myszy t*/ty
moze by¢ przezwyciezona przez ICSI (Kuretake
iwspotaut. 1996b). Technika ICSI omija oddzia-
tywanie gametw czasie zaptodnienia, zas zarod-
ki powstate po wstrzyknieciu do oocytéw ple-

mnikéw pochodzacych od samcow f/ ft rozwi-
jaty sie normalnie. W ten sposob pokazano, ze
nieptodnos¢ osobnikéw noszgcych przynaj-
mniej niektére wady genetyczne uposledzajace
udziat plemnikéw w zaptodnieniu moga by¢
przezwyciezone dzieki ICSI.

Do cytoplazmy oocytu wstrzykiwano takze
plemniki pochodzace ze szczepu myszy, w kté-
rym samce odznaczajg sie wytwarzaniem zde-
formowanych plemnikéw. Stwierdzono, ze nor-
malny rozwéj az do urodzenia, przechodzi¢ mo-
ga zarodki powstate w wyniku ICSI takich nie-
normalnych plemnikéw (Burruel i wspotaut.
1996). Oznacza to, ze analiza morfologii plemni-
kéw nie dostarcza absolutnych podstaw dla
okres$lenia genetycznej normalnosci lub nienor-
malnosci gamet meskich. Ma to znaczenie przy
ustalaniu ptodnosci tych ludzi, w ktérych ja-
drach wytwarzane sg wytgcznie lub prawie wy-
tacznie plemniki o zaburzonej morfologii.

ZAPLODNIENIE BEZ UDZIALU PLEMNIKA

Zadaniem plemnika jest zaptodnienie doj-
rzatej komorkijajowej i do tegojest on przygoto-
wywany poprzez liczne zmiany strukturalne i
biochemiczne, ktérym podlegajg meskie komor-
ki rozrodcze. Zmiany te zachodzg zar6éwno w
czasie spermiogenezy w jadrze, jak i w czasie
dojrzewania w najadrzu i w czasie kapacytacji
w zenskich drogach rozrodczych. Spermatydy
to haploidalne komdérki, ktére zakonczyly po-
dziat mejotyczny. Wystepuja one w kanalikach
nasiennych jader, ze spermatyd w trakcie sper-
miogenezy powstaja plemniki. Wyizolowane
spermatydy nie sg zdolne do zaptodnienia, wy-
kazano jednak, ze moga zastapi¢ plemnik, gdy
zostang wprowadzone do6 oocytu na drodze fuzji

komérkowej, to jest indukowanego polem ele-
ktrycznym potgczenia dwoéch komérek w jedng
komérke hybrydowg. Stwierdzono bowiem, ze
normalne myszy moga urodzi¢ sie po przetrans-
plantowaniu tak uzyskanych zarodkéw dojajo-
wodéw samic-biorczyn (Ogura i Yanagimachi
1995). Jednakze doswiadczenia z fuzjami sper-
matyd i oocytow myszy wzglednie rzadko kon-
czyly sie sukcesem ze wzgledu na niska wydaj-
nos¢ samej fuzji. Z pomoca przyszta tu technika
mikrochirurgiczna. Zastosowano bezposrednie
wstrzykiwanie jader spermatyd do komorki ja-
jowej i uzyskano tg droga liczne zarodki myszy,
ktére mogly przechodzi¢ petlny rozwéj az do
urodzenia (Kimura i Yanagimachi 1995b). Ple-
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mnik wstrzykniety do oocytu aktywuje go, czyli
pobudza do rozwoju tak, jak dzieje sie to w
czasie normalnego zaptodnienia. Okazato sie, ze
jadra spermatyd nie zawierajg czynnika akty-
wujgcego i oocyty, do ktdrych sg one wstrzyki-
wane, muszg by¢ poddane sztucznej aktywacji.
We wymienionej pracy oocyty aktywowano
przez poddanie ich dziataniu pola elektryczne-
go. W kolejnym doswiadczeniu tego typu jako
dawcow jader zastosowano spermatocyty dru-
gorzedowe, czyli komoérki spermatogeniczne
wczesniejsze od spermatyd (Kimura i Yanagima-
chi 1995c). Spermatocyty drugorzedowe majg
za sobg tylko pierwszy podziat mejotyczny i
zawierajg haploidalny zestaw dwuchromatydo-
wych chromosomoéw. W wyniku drugiego po-
dzialu mejotycznego kazdy spermatocyt dzieli
sie na dwie spermatydy, zawierajgce haploidal-
ne zestawy jednochromatydowych chromoso-
moéw. Normalnie podziat ten zachodzi w czasie
spermatogenezy w kanalikach nasiennych.
Okazato sie jednak, zejadro spermatocytu dru-
gorzedowego myszy moze przejs¢ ten podziat
takze w cytoplazmie sztucznie aktywowanego
oocytu. Po wstrzyknieciu jgdra spermatocytu
do oocytu i po jego sztucznej aktywacji oocyt
wyrzuca drugie ciatko kierunkowe tak, jak dzie-
je sie to w czasie normalnego zaptodnienia.
Roéwnoczesnie dokonczenie mejozy zachodzi w
jadrze spermatocytu, czego wyrazem jest wy-
rzucenie dodatkowego ciatka kierunkowego, w
ktérym zawarty jest jeden z haploidalnych ze-
stawdw chromosomoéw powstatych po podziale
spermatocytu. W rezultacie powstaje diploidal-
na zygota, ktéra moze przejs¢ peten rozwoj az
do urodzenia normalnego potomstwa.

Wyniki opisanych powyzej doswiadczen od-
grywajg duzg role w poznaniujednego z najbar-
dziej interesujacych zjawisk zachodzacych
W czasie rozwoju ssakéw. Zjawiskiem tym jest
tak zwany imprinting genetyczny. Zaobserwo-
wano, ze gdy bada sie aktywno$¢ niektérych
genéw w zarodku ssaka, to stwierdza sie, ze
aktywne sa tylko allele otrzymane od jednego
z rodzicow (Barlow 1994). Oznacza to, ze mamy
do czynienia z odstepstwem od mendlowskich
praw dziedziczenia, ktére zaktadajg petna row-
nocennos¢ obu alleli danego genu w organizmie
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diploidalnym. Zjawisko to nosi nazwe imprin-
tingu, gdyz wynika z niego konieczno$¢ nazna-
czenia (imprintowania) niektérych gendw jako
takich, ktoére przeszty gametogeneze meska lub
zenska. Oznacza to, ze pewne geny na chromo-
somach odziedziczonych od matki i od ojca sg
w komérkach danego osobnika odmiennie na-
znaczone (imprintowane). Jednak w ktéryms$
momencie gametogenezy oryginalny imprinting
musi ulega¢ zatarciu, a w jego miejsce nanoszo-
ny jest imprinting charakterystyczny dla pici
danego osobnika. W rezultacie chromosomy
plemnika uzyskujg meski, a chromosomy oocy-
tu zenskiwzér imprintingu. Nanoszenie nowego
wzoru imprintingu odbywa sie w czasie game-
togenezy, jednak dokladny moment zachodze-
nia tego zjawiska nie jest znany. Préba ustale-
nia tego, kiedy ma miejsce wytworzenie imprin-
tingu w czasie rozwoju gamet meskich moze by¢
przeprowadzana przy pomocy technik mikro-
chirurgicznych. Jezeli oocyt, ktory ,zaptodnio-
no” przez wstrzykniecie jadra pobranego z ko-
morki spermatogenicznej (np. spermatydy), jest
w stanie przejs¢ peten rozwéj az do urodzenia,
to oznacza, ze w jadrze komdérki dawcy zakon-
czony juz byt imprinting charakterystyczny dla
gametogenezy meskiej.

Opisane powyzej doswiadczenia wykazuja,
ze jadra spermatyd i spermatocytéw drugorze-
dowych moga zastagpi¢ jadro plemnika, jezeli
zaptodnienie dokonywane jest przy uzyciu tech-
niki mikrochirurgicznej. Oznacza to, ze wszy-
stkie modyfikacje postmejotyczne, zachodzace
W czasie spermatogenezy, konieczne sg tylko
dla oddzialtywania gamet w czasie zaptodnienia
i nie odgrywaja roli w rozwoju zarodka. Takze
imprinting chromosoméw gamety meskiej jest
prawdopodobnie zakoriczony w stadium sper-
matocytu drugorzedowego. Nalezy dodac¢ takze,
ze wstrzykiwanie spermatyd jestjuz stosowane
jako metoda leczenia nieptodnosci u tych mez-
czyzn, u ktorych nie udaje sie znalez¢ plemni-
kéw nadajgcych sie do ICSI. Doniesiono juz
o cigzach, ktére zakoniczyty sie szczesliwym po-
rodem u kobiet, ktorym wszczepiono zarodki
powstate w wyniku mikrochirurgicznego
wstrzykniecia spermatyd do pobranych oocy-
toéw (Tesarik i wspétaut. 1996).

NOWE METODY ZASTOSOWANE DO BADAN NAD PRZEKSZTALCENIAMI PLEMNIKA, AKTYWACJA
OOCYTU | BLOKIEM PRZECIWKO POLISPERMII

Metody mikrochirurgiczne otwierajg takze
nowe mozliwosci przed badaniami nad mecha-
nizmami zaptodnienienia u ssakow. Wspomnia-
nejuz tu byly doswiadczenia nad tempem prze-
ksztatcania sie plemnika w przedjadrze meskie

w zaleznosci od stanu jego chromatyny. Ostat-
nio obserwacje te zostaty poszerzone dzieki po-
taczeniu technik otrzymywania zwierzat trans-
genicznych z technika ICSI. Uzyskano myszy
transgeniczne, ktore miaty wbudowany gen ko-
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dujacy protamine (biatko chromatyny plemni-
ka) kury. Samce tych myszy produkujg plemni-
ki zawierajace obce biatko, rézniace sie wiasci-
wosciami od protamin myszy (Rhim i wspotaut.
1995). Dzieki zastosowaniu mikroiniekcji zba-
dano zalezno$¢ tempa przeksztatcania sie tych
plemnikéww przedjadrze meskie od budowy ich
chromatyny (Maleszewski i wspotaut. 1998).
Wykazano miedzy innymi, ze plemniki, ktére ze
wzgledu na zaburzong budowe chromatyny nie
mogq samodzielnie zaptadniaé¢ oocytéw, moga
normalnie przeksztatcaé¢ sie po wstrzyknieciu
do cytoplazmy komarki jajowe;.

Mikroiniekcja umozliwia tez nowe podejscie
do innych kluczowych zjawisk zachodzacych
w trakcie zaptodnienia. Jednym z nich jest
aktywacja oocytu przez wnikajacy plemnik. Po-
wszechnie akceptowany jest poglad, ze czynni-
kiem aktywujacym oocytw trakcie zaptodnienia
jest wzrost stezenia wolnych jonéw Ca2+w cy-
toplazmie. Bez precyzyjnej odpowiedzi pozosta-
je jednak pytanie, jak plemnik indukuje uwal-
nianie jonéw Ca2+ z retikulum endoplazmaty-
cznego do cytoplazmy. Jedna z hipotez zaklada,
ze za aktywacje oocytu odpowiedzialne sg re-
ceptory btony komérkowej, z ktorymi wigzatby
sie plemnik w momencie zetkniecia sie¢ obu
gamet. Druga hipoteza przyjmuje, ze plemnik
wnosi do cytoplazmy oocytu czynnik, ktéry po-
woduje aktywacje komorki jajowej. W trakcie
zaptodnienia przez ICSI pominiety jest, zacho-
dzacy w trakcie fizjologicznego zaptodnienia,
kontakt plemnika z btong komoérkowg oocytu.
Mimo tego, po bezposrednim wstrzyknieciu ple-
mnika do cytoplazmy nastepuje normalna akty-
wacja oocytu, ktérej towarzyszg zmiany steze-
nia wolnych jonéw Ca2+w cytoplazmie. Kinety-
ka tych zmian przypomina te, jakie towarzyszg
normalnemu zaptodnieniu (Tesarik i wspétaut.
1994). Tak wiec doswiadczenia wykorzystujace
technike ICSI potwierdzajg hipoteze plemniko-
wego czynnika aktywujacego, wnoszonego
w czasie zaptodnienia do cytoplazmy oocytu
przez gamete meskg (Parrington i wspoélaut.
1996). Czynnik ten jest obecny w plemnikach
myszy zaréwno pobranych z najadrza jak i z
kanalikéw nasiennychjader, gdyz ijedne, i dru-
gie aktywuja oocyty po wstrzyknieciu do cyto-
plazmy (Kimura i Yanagimachi 1995a, b). Wyda-
je sie, ze brak go w spermatydach i spermato-
cytach, poniewaz jest potrzebna dodatkowa
sztuczna aktywacja oocytu, zeby po ich
wstrzyknieciu rozpoczat sie rozwoj zarodka (Ki-
mura i Yanagimachi 1995b,c).

W trakcie zaptodnienia uruchamiane sa me-
chanizmy chronigce zygote przed polispermia,
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czyli wniknieciem wiecej niz jednego plemnika.

Mechanizm bloku przeciwko polispermii najle-
piej jest zbadany u myszy. Zasadniczy blok
uruchamiany jest w trakcie aktywacji oocytu

i wJeg® wyniku ostonka przejrzysta zaptodnio-
nego jaja staje sie nieprzepuszczalna dla dodat-
kowych plemnikéw w rezultacie tak zwanej re-
akcji korowej oocytu. Zachodzi to dzieki temu,

ze po aktywacji uwalniane sg enzymy z ziaren

korowych, zlokalizowanych pod btong komor-
kowag oocytu. Enzymy te modyfikujg ostonke

przejrzysta tak, ze nie jest ona w stanie wigzac

plemnikow na swej powierzchni. Wkroétce po-
tem btona komérkowa oocytu traci zdolnos¢ do

fuzji z plemnikami. Stwierdzono, ze utrata przez

oolemme zdolnosci do fuzji z dodatkowymi ple-
mnikami nie pojawia sie w oocytach zaptadnia-

nych przez ICSIl. Maleszewski | wspotaut.

(1996) stwierdzili, ze w przeciwienstwie do za-
rodkéw powstatych w wyniku normalnego za-
ptodnienia, pozbawione ostonki przejrzystej za-
rodki myszy powstate w wyniku ICSI moga by¢

penetrowane przez dodatkowe plemniki. Suge-
ruje to, ze blok przeciwko fuzjom z plemnikami

rozwija sie w oocytach myszy nie wskutek ich

aktywacji, ale po fuzji bton komoérkowych ga-
met. Obserwacja ta jest istotna ze wzgledow
praktycznych, gdyz mimo, ze w oocytach za-

ptadnianych przez ICSI ostonka przejrzysta ule-
ga modyfikacjom w rezultacie reakcji korowej,

to nie stanowi ona skutecznej bariery dla ple-
mnikéw. W czasie wstrzykiwania plemnika zo-
staje onabowiem uszkodzona, tak ze zaptodnio-
ne przez ICSI komorki jajowe moga by¢ spene-
trowane ponownie, jezeli zostang wystawione

na dziatanie plemnikéw.

Podsumowujac, stwierdzi¢ mozna, ze tech-
niki wspomaganego zaptodnienia takiejak ICSI,
majg szersze znaczenie niz to, ktére wynika z
ich zastosowania klinicznego dla leczenia nie-
ptodnosci. Mozliwos¢é mechanicznego wprowa-
dzania plemnikéw, a takze jader innych komoé-
rek (np. spermatyd) do cytoplazmy oocytu
otwiera szereg nowych perspektyw przed bada-
niami nad fizjologig zaptodnienia oraz nad me-
chanizmami rozwojowymi. Przedstawione w
tym przegladzie doswiadczenia sg tylko wybra-
ng czescig prac wykorzystujgcych te techniki.
Opisane metody mikrochirurgii dopiero zaczy-
naja by¢ powszechnie stosowane w badaniach
nad rozrodem ssakow. Nalezy sie spodziewag,
ze w najblizszej przysztosci zostana one zasto-
sowane do rozwigzywania coraz to nowych pro-
bleméw biologii rozrodu i rozwoju.
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TECHNIQUES OF ASSISTED FERTILIZATION

Marek Maleszewski

IN MAMMALS

Summary

Recent development of the techniques of assisted fer-
tilization has a great impact on our knowledge of the
mechanisms of this process in mammals. Intracytoplasmic
sperm injection technique (ICSI) was developed to assist
fertilization of oocytes by sperm from subfertile men. In
animal models like hamster and mouse ICSI has proved to
be a useful tool to study various aspects of fertilization and
early development, such as sperm decondensation, oocyte
activation or mechanisms of the oolemma block to sperm
penetration. Injection of isolated sperm nuclei into mouse
oocytes was used to demonstrate that spermatozoa do not
have to be structurally intact and alive for successful

embryo development. It was shown also that infertility of
the genetically defective tx/ty mouse spermatozoa can be
overcome by the ICSI procedure. Isolated nuclei of sperma-
tids or secondary spermatocytes were injected into the
mouse oocytes and produced zygotes which developed into
normal offspring. This experiment demonstrated that these
nuclei can substitute for the nuclei of spermatozoa when
injected into oocyte. Thus, it would appear that (1) gametic
imprinting in mouse spermatogenic cells is complete before
the spermatogenesis is finished, and (2) post-meiotic modi-
fications of male gametes are not important for embryo
development.
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