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ABSTRACT

The paper presented contains the results of research based on the literature
and argues that understanding and identifying the molecular, intimate structure
of plasma membranes of gametes at all stages of fertilization is a method to
treat cases of failure / deficiency of oocyte activation. Identifying the elements
of the structure of the plasma membrane (proteins, enzymes, lipids,
glycoproteins, etc.) and explaning their role in the fertilization process can help
determine the criteria and requirements for fertility treatment of male and
female patients, significantly reducing the number of cycles required for a
successful attempt to achive a pregnancy by assisted reproductive techniques.
Routine examination of some of these components using well-studied
protocols could be a cost-effective approach that could be applied in In vitro
fertilization clinics.

KEYWORDS: plasma membrane of sperm, oocyte plasma membrane, sperm
proteins, oocyte proteins

INTRODUCERE

Lucrarea de fatd prezina o trecere in revista a datelor din literatura
privind elemente referitoare la ultrastructura membranelor gametilor in
procesul de fecundatie. Reproducerea este procesul prin care organismele
dau nastere urmasilor lor. Aceasta este o caracteristica fundamentala a
fiintelor vii, asigurdnd perpetuarea speciilor si transmiterea caracteristicilor
mostenite catre generatiile viitoare. Reproducerea sexuata este cel mai
frecvent mod de reproducere, intalnita la marea majoritate a nevertebratelor si
la toate vertebratele. Fecundatia reprezinta procesul de contopire a unei celule
sexuale (gametii) barbatesti (spermie) cu celula sexuala femeiasca (ovocit).

Spermatogeneza este procesul prin care iau nastere spermiile.
Procesul incepe de la pubertate si dureaza tot restul vietii. Spermia matura —
este o celula alungita care are trei piese componente: cap, gat si coada.
Capul este format aproape exclusiv din nucleu care este purtatorul materialului
genetic patern si care este acoperit pana la ecuatorul sau de acrozom. Gatul —
reprezinta regiunea care realizeaza articulatia capului la piesa intermediara a
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cozii permitand astfel miscarile spermiei. Coada prezinta o axonema, care este
formata din microtubuli. Aceasta are trei regiuni: piesa intremediara; piesa
principala si piesa terminald de lungime variabila. Gatul, impreuna cu piesa
intermediara si coada reprezinta aparatul motric al spermiei (Checiu, 2000).
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Fig.1 Structura spermiei (https://alevelbiology.co.uk/gcse/structure-function-of-gametes/)

Gametul feminin, ovocitul, este eliminat prin ovulatie la suprafata
ovarului de unde este captat de infundibulul trompei uterine. Pe parcursul
ciclului ovarian se petrec modificari morfologice si structurale in corticala
ovarului legate de evolutia foliculilor ovarieni si de procesul de ovulatie. Ciclul
ovarian se instaleaza dupa pubertate iar, punctul de plecare il reprezinta
foliculii primari. Un astfel de folicul primar se caracterizeaza prin faptul ca
celulele foliculare sunt cubice, pluristratificate. in timpul proceselor de crestere
celulele foliculare din jurul ovocitului sintetizeaza si secreta diferite
glicoproteine. Concomitent, ovocitul sintetizeaza si elibereaza la exteriorul
plasmalemei proteoglicani. 1n acest fel prin cooperarea dintre celulele
foliculare si ovocit se constituie, un finvelis semipermeabil, numit zona
pellucida. Cea mai importanta componenta a zonei pelucida o reprezinta
glicoproteinele. 3 dintre aceste glicoproteine, numite ZP1, ZP2 si ZP3 au un
rol esential in recunoasterea dintre ovocit si spermiile propriei specii, precum i
in procesul de fecundatie. Datorita glicoproteinei ZP3, dupa legarea capului
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spermiei la zona pelucida a ovocitului se declanseaza reactia acrozomiala.
(Checiu, 2000)

In urma c&utérilor in bazele de date am selectat articole ce privesc
diferite aspecte privind diferite elemente implicate in cele 3 etape ale
fecundatiei: capacitatia, reactia acromozomiala si fuziunea. (Checiu, 2000)

Elementele membranare ale gametilor implicate in etapa de capacitatie

Un studiu realizat de Gagandeep Kaur Gahlay & Neha Rajput, din anul
2020, ofera informatii despre proteinele din spermii care participa la fecundatie
si posibilele motive pentru care interactiunea dintre spermie si ovocit nu este
posibila. Spermiile sufera modificari fiziologice specifice, cunoscute colectiv
sub numele de capacitatie, in tractul reproducator feminin devenind
competenti in fertilizare si interactionare cu un ovocit. (Checiu, 2000)

In timpul capacitatiei, suprafata spermiilor pierde anumiti steroli,
inclusiv colesterolul si unele glicoproteine, facdnd membrana mai fluida. Acest
proces este, de asemenea, marcat de fluxul de ioni de calciu, modificari ale
concentratiei de bicarbonat si o crestere marcata a fosforilarii proteinelor.
Odata capacitate, spermiile calatoresc de-a lungul tractului reproducator
feminin pana in trompele uterine, unde are loc fecundatia. (Gagandeep &
Neha, 2020)

Autorii Gagandeep Kaur Gahlay, Neha Rajput au studiat urmatoarele
proteine implicate in etapa de capacitatie, a caror absentd determina
sterilitatea: Proteina asociata cu spermiile canalului cationic (CATSPER) este
un complex de canal ionic permeabil pentru Ca 2*. Polipeptidul alfa nicotinic al
receptorului colinergic 7 (CHRNAY7) — a carui activare, creste influxul
de Ca ?*si induce reactia acrozomiald mediatd de receptorul factorului de
crestere epidermic (EGFR) Tn spermii. Subunitatea catalitica a proteinei
fosfataza 3 gamma (PPP3CC)- se localizeaza in coada spermiilor.
CIRITETINA este crucuiala pentru migrarea spermiilor. Proteina care lipseste
in proteina transmembranara a spermiilor infertili 2 (PMIS2) joaca in principal
un rol Tn migrarea spermaiilor prin oviduct. Proteaza serina probabila inactiva
55 (PRSS55) este o serin proteaza de tip chimotripsina, exprimata in testicul,
tubii seminiferi si acrozomul spermiilor mature. Ribonucleaza ca proteina 10
(Rnasel0) este o proteina epididimala, care este un factor de maturare a
spermei. (Gagandeep & Neha, 2020)

in studiul autorilor Natalia Huerta-Retamal si colab. din anul 2020, s-a
evaluat distributia HSPA2 (proteine de suprafata acilate hidrofile) pe capul
spermiilor umane ca un potential biomarker de capacitatie. HSPA2 sunt
proteine de suprafatd acide. Importanta HSPAZ2 in timpul spermatogenezei si
fertilizarii este datd de implicarea sa in repararea spermatogenezei si a
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leziunilor celulelor germinale in cazurile de varicocel, precum si in mentinerea
integritatii fusului de diviziune Tn timpul meiozei (Afiyani et al., 2014).

Dintre diferitele proteine responsabile de motilitatea spermiilor, ADAM3
pare a fi un jucator cheie a carui localizare/prezenta este reglata de cateva alte
proteine. Proteinele spermiilor implicate in dispersarea cumulusului ajuta la
indepartarea acestui strat pentru a le permite sa patrunda in zona pelucida
(ZP). Deoarece celulele cumulus sunt tinute impreuna de acidul hialuronic,
hialuronidaza sau o alta enzima sunt necesare pentru dispersarea lor. SPAM1
si HYALS au activitate hialuronidazica (Gagandeep & Neha, 2020)

Elementele membranare ale gametilor implicate in etapa acrozomiala

Conform studiului ,The enigmatic sperm proteins in mammalian
fertilization: an overview” subliniem urmatoarele aspecte referitoare la etapa
acrozomiala a fecundatiei: dupa migrarea sa prin trompele uterine, spermiile
trebuie sa traverseze cumulus oophorus finainte de a interactiona cu
ovocitul. Celulele cumulusului pot juca, de asemenea, un rol in inducerea
reactiei acrozomiale la spermii sau in facilitarea procesului, deoarece in
prezenta cumulusului, un numar mai mare de spermii sufera reactii
acrozomiale. Hialuronoglucozaminidaza 5 (HYALS5) este eliberata in timpul
reactiei acrozomiale si catalizeaza descompunerea acidului hialuronic in
celulele cumulusului. Molecula 1 de adeziune a spermiilor (SPAM1) secreta o
hialuronidaza care ajuta spermia sa patrunda prin stratul de celule ale
cumulusului bogate in acid hialuronic si este, de asemenea, implicata in
legarea spermiilor de zona pellucida. Oligozaharidele O-legate actioneaza ca
receptori pentru ovocit si interactioneaza cu proteina prezenta pe capul
spermiei. (Gagandeep & Neha, 2020)

Nivelurile reduse de oligozaharidele O-legate de pe suprafata
spermiilor induc incapacitatea lor de a se lega de zona pellucida. Proteinele
secretorii bogate in cisteind (CRISP): CRISP1 este o proteina epididimala
localizata in regiunea dorsala a capului spermiilor implicata atat in legarea de
zona pellucida céat si in fuziunea membranei ovocitului. CRISP4 este exprimat
in celulele epiteliale ale epididimului. Deficienta CRISP4 compromite reactia
acrozomiala. Dicarbonil L-xilulozd reductaza (DCXR) este o proteina
epididimala a spermei umane care se acumuleaza pe suprafata acrozomului in
timpul tranzitului epididimal al spermiei. Proteina factorului 8 din grasimea din
lapte-EGF (MFGES8) este secretat de epiteliul epididimal si se leaga de
membrana plasmatica a spermiei de soarece in timpul trecerii sale prin
epididim. Sperm fucoziltransferaza 5 (sFUT5) este o proteina responsabila
pentru medierea interactiunii spermiilor cu celulele epiteliale oviductale, care
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imbunatateste capacitatea de fecundatie a spermiilor prin reducerea daunelor
cromatinei la spermii.

Zonadhesin (ZAN) este o proteina mare, prezentd predominant pe
regiunea apicala a capului spermiilor in membrana exterioara acrozomiala si in
timpul maturarii epididimale este redistribuita catre exteriorul matricei
acrozomiale si joaca un rol Tn aderenta spermiilor cu ZP in timpul reactiei
acrozomiale. Receptor zona pelucida 3 (SP56) este o proteina de matrice
acrozomiala implicatda in legarea receptorului zona pelucida 3 (ZP3) si
recunoasterea gametilor specifici specie (Gagandeep & Neha, 2020).

Dupa “Kappa- opioid receptor regulates human sperm functions via
SPANX-A/D protein family” din anul 2020, receptorii mu-, delta- si kappa-
opioizi (MOR, DOR si respectiv KOR) sunt exprimati in spermaiile umane si
moduleaza capacitatea de a fecunda spermiea umana. Kappa-opioid este
exprimat in capul, piesa mediana si flagelul spermiilor umane. Familia de
proteine SPANX-A/D (Sperm Protein Associated with the Nucleus mapat la
cromozomul X) este o familie de multigene specifice testiculelor, cartografiata
pe cromozomul X a carei expresie este limitata la gameti masculini. Este
exprimata in timpul spermatogenezei si este localizat in acrozom, piesa
mediana, nucleul si coada spermiilor umane. Din punct de vedere clinic, o
expresie ridicata a SPANX-A/D in spermile umane este legata de ratele
ridicate de sarcina. (Gagandeep & Neha, 2020)

Elementele membranare ale gametilor implicate in etapa de fuziune

Dupa traversarea cumulusului si a zonei pellucida, penultimul pas
Tnainte ca ADN-ul din spermii si ovocit s3 se combine este aderenta si
fuziunea membranei plasmatice a spermiilor cu cea a ovocitului. Toate aceste
proteine sunt prezente la segmentul ecuatorial al spermiilor, conluzand cu
observatia facuta prin microscopie electronica ca segmentul ecuatorial initiaza
fuziunea spermie-ovocit. (Gagandeep & Neha, 2020)

Se stie ca trei factori sunt esentiali pentru
adeziunea/fuziunea gametilor (Cd9, Izumol si Juno). SPACA6 care este
exprimat de spermiile umane, ramane pe segmentul ecuatorial dupa reactia
acrozomiala si este implicat in fecundatie. Dintre receptorii moleculari de
membrana implicati in adeziunea/fuziunea gametilor la mamifere, doar ftrei,
imunoglobulina spermatica IZUMO1, proteina ancorata la
glicozilfosfatidilinozitol (GPI-AP) JUNO, receptorul sau ovocitar si tetraspanina
ovocitara CD9 sunt descrise ca fiind esentiale. Legarea si fuziunea spermiilor
au loc in principal in regiunea ovocitara bogata in microvilozitati, subliniind
importanta acesteia pentru fuziunea spermie-ovocit. CD9 orchestreaza

77



PAUNA & HUTANU: Molecular details on the structure and ultrastructure of gametes during fertilization

complexul molecular de adeziune pe partea ovocitului. (Gagandeep & Neha,
2020)

Regiunea N-terminala 1IZUMO1 este importanta pentru legarea sa de
membrana ovocitului si, conform lui Inoue si colab., IZUMO1 este monomer in
spermii si favorizeaza adeziunea spermiilor cu un ovocit. Intr-adevar, ei au
dezvaluit ca miscarea oscilatorie a capului spermiilor pe membrana plasmatica
a ovocitelor, este un element crucial al fazei de adeziune pentru a initia
fuziunea si ca aceste oscilatii specifice spermiilor induc, de asemenea,
cresterea concentratiei CD9 la nivelul interfetei ovocit/spermie. (Gagandeep &
Neha, 2020)

SPACAG de pe spermiile umane, la fel ca IZUMO1, se relocalizeaza in
timpul reactiei acrozomiale. SPACAG6 este, de asemenea, localizat in regiunea
ecuatoriala, gat si piesa mediana. Dupa reactia acrozomiala, SPACA6 a ramas
in esenta la nivelul segmentului ecuatorial si pare a fi o proteina de membrana
acrosomalproteinaza. SPACAG6 uman este exprimat exclusiv n
testicul. SPACA6 nu este localizat pe membrana plasmatica a spermiilor
proaspete, ci este ascuns sub membrana plasmatica si accesibil doar dupa
reactia acrozomiala. Conform studiilor SPACAG nu pare sa induca aderenta,
acest lucru indica faptul ca cel mai probabil este necesar un alt factor
molecular esential, concomitent cu IZUMO1 si SPACA6 necesar etapei de
fuziune. (Gagandeep & Neha, 2020)

Conform studiului efectuat de Gagandeep Kaur Gahlay si Neha Rajput
din 2020, urmatorii factori au fost identificati in etapa de fuziune spermie-
ovocit: ADAM3, CRISP1, IZUMO1, SPACAG. (Gagandeep & Neha, 2020)

In studiul realizat de Niringiyumukiza JD, Cai H, Xiang W. din anul 2018
s-a demonstrat ca prostaglandina E2 (PGE2) joaca un rol relevant in cascada
ovulatorie, incluzand maturarea meiotica, expansiunea cumulusului si ruptura
foliculului. PGE2 reduce vascozitatea matricei extracelulare si, prin urmare,
optimizeaza conditile de penetrare a spermiilor. PGE2 reduce activitatea
fagocitara a neutrofilelor polimorfonucleare (PMN) impotriva spermiilor. Tn
prezenta PGE2, functia spermiilor si capacitatea de legare la ovocite sunt
imbunatatite. PGE2 mentine functia luteala pentru dezvoltarea embrionului si
implantarea timpurie. In plus, induce expresia chemokinelor pentru depunerea
trofoblastului si aderenta la decidua pentru implantare. S-a demonstrat ca
PGE2 afecteaza pozitiv diferitele etape ale fertilitatii feminine. Prin urmare,
PGEZ2 ar trebui luat in considerare atunci cand se optimizeaza reproducerea la
femelele infertile. (Gagandeep & Neha, 2020)
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Fig. 2. Cascada ovulatorie. LH/hCG induce sinteza si secretia PGE2 in celulele cumulusului

La contactul dintre spermie si membrana ovocitului are loc activarea
ovocitului. Mecanismul activarii implica aparitia unei depolarizari la nivelul
membranei ovocitului prin activitatea canalelor de K*- canal al carui
functionalitate depinde de ionii de Ca 2" Prin activare se reinitiazd meioza si
este Ca*? dependenta fiind declansata de contactul cu spermia. Doar ovocitele
activate se vor fecunda. (Saunders et al., 2002; Nomikos, 2015).
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Fig. 3. PGE2 in procesul de fertilizare.
a.PGE2 inhiba activitatea fagocitara a PMN-urilor impotriva spermiilor; b. La ovulatie, exista un nivel crescut
de PGE2 secretat de celulele epiteliale ale oviductului si de cumulus oophorus; ¢ Tn oviduct, legarea
spermiilor de celulele epiteliale, precum si stimularea LH, induc secretia de PGE2. PGE2 eliberat inhiba
legarea neutrofilelor de spermie. Spermiile in prezenta PGE2 au o mobilitate crescutd, supravietuire si
capacitatea de legare la ovocit (Gagandeep & Neha, 2020)

i

Studiul efectuat de Stricker,1999; Malcuit et al., 2006; Kashir et al.
2013a) precizeaza ca cel mai important eveniment al activarii ovocitelor este o
crestere acutad a concentratiilor de Ca ?* liber citosolic, care are loc sub forméa
de oscilatii incepand direct dupa fuziunea gametilor si persistand dincolo de
finalizarea meiotica .

Eliberarea de Ca ?* este 0 componenta integrala a activarii ovocitelor la
toate speciile studiate pana in prezent (Cran et al., 1988; Swann & Ozil,
1994; Jones, 1998; Nomikos et al., 2012; Limatola et al., 2019b).
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Fig. 4. Rolul PGE2 in dezvoltarea embrionului. PGE2 este secretata de embrion, de la embrionul cu 2
celule pana la stadiul de blastocist. Nivelul de PGE2 creste treptat in pana la implantarea embrionului. PGE2
secretat de embrion, ovar, corp galben, oviduct si endometru stimuleazd segmentarea, supravietuirea si
formarea blastocistului si ratele de ecloziune in cavitatea intrauterina (Gagandeep & Neha, 2020)

Fosfolipaza C zeta (PLCQ) specifica spermiilor este considerata stimulul

fiziologic responsabil pentru generarea osciatiilor de calciu (Ca2 *) care induc
activarea ovocitelor si dezvoltarea embrionara timpurie.
La fuziunea spermie-ovocit, se presupune ca PLCC este eliberat de spermii in
ooplasma, declansand oscilatile Ca 2* prin calea de semnalizare InsP3 prin
hidroliza substratului fosfolipidic legat de membrana, PIP 2 (Saunders et al.,
2002; Nomikos, 2015).

Importanta acestei proteine specifice spermiilor in fecundatia la
mamifere a fost evidentiata in continuare de numeroase studii clinice care
leaga direct defecte sau deficiente ale PLCZ uman cu cazuri documentate de
infertilitate a factorului masculin (Yoonb et al.,, 2008; Heytens et al.,
2009; Nomikos & et al. 2011a, 2017b; et al., 2012b,c; Escoffier et al.,
2016; Torra-Massana et al., 2019).

PLCC a fost identificat in spermiile diferitelor specii de mamifere si, de
obicei, tinde sa fie gasit in capul spermiilor in regiuni subcelulare distincte,
postuland roluri functionale diferentiate pentru fiecare populatie ( Kashir & et
al., 2014, 2018). PLCC a fost identificat in compartimentele acrozomial si post-
acrozomial, acrozomial si ecuatorial si post-acrozomial si ecuatorial ale
spermiilor de soarece, umane si, respectiv, porcine. In plus, s-a observat in
mod constant si o potentiala localizare la nivelul cozii la toate speciile (Kashir
etal., 2017)
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Studiile efectuate pe soareci au aratat ca spermiile lipsite de proteina
PLCC functionald nu au reusit sa induca eliberarea de Ca ?*. Ambele studii
sustin ideea ca PLC( este stimulul fiziologic primar care declanseaza modelul
specific necesar de oscilatii Ca ?*, asigurand fecundatia monospermica si, in
cele din urma, activarea cu succes a ovocitului si dezvoltarea embrionara
timpurie (Hachem & et al., 2017 ; & et al. 2018; Swann, 2018).

Concluzia artiolului “Essential Role of Sperm-Specific PLC-Zeta in Egg
Activation and Male Factor Infertility: An Update” indica faptul ca absenta sau
defectele proteinei PLCZ sunt suficiente pentru a preveni activarea ovocitului
uman de catre spermaie, sugerand ca PLC( este esentiala la om, activarea
ovocitelor si astfel fecundatia umana; mutatiile ddunatoare ale PLCC pot fi mai
raspandite decat se credea anterior, afectind membrana si/sau legarea de
substrat, sensibilitatea sa la Ca?*, precum si activitatea sa enzimatica.
(Hachem et al., 2017 ; Swann, 2018).

Injectarea de niveluri crescute de PLCC in ovocitele umane are ca
rezultat cresterea frecventei si amplitudinii oscilatiilor Ca 2* (Yamaguchi et al.,
2017). Mai mult, s-a demonstrat ca frecventa si amplitudinea oscilatiilor
Ca ?* joaca un rol important in compactare si formarea blastocistului (Swann &
Ozil, 1994 ; Miyazaki & Ito, 2006).

Oscilatiile de Ca ?* induse de PLCC pot fi necesare nu numai pentru
activarea ovocitelor, dar pot fi la fel de importante pentru embriogeneza
ulterioara. Astfel, anomaliile nivelurilor PLCC ale spermiilor pot sta la baza nu
numai infertilitatii prin esecul fecundatiei, ci si cazurilor de subfertilitate
masculine. (Swann & Ozil, 1994 ; Miyazaki & Ito, 2006).

CONCLUZII

Lucrarea prezentata contine rezultatele cercetarilor ce au la baza
literatura de specialitate si sustine ca intelegerea si identificarea structurii
membranelor plasmatice ale gametilor in toate etapele fecundatiei reprezinta o
metoda pentru a trata cazurile de esec/ deficienta de activare a oului.

Identificarea elementelor ce intra In structura membranei plasmatice
(proteine, enzime, lipide, glicoproteine, etc.) si a rolului pe care il detin in
procesul de fecundatie pot ajuta la determinarea criteriilor si cerintelor
tratamentului de fertilitate al pacientilor de sex masculin, scazand semnificativ
numarul de cicluri necesare pentru ca o sarcina de succes sa aiba loc.
Examinarea de rutina a unora din aceste componente folosind protocoale bine
studiate, ar putea fi o abordare rentabila, care s-ar putea aplica in clinicile de
fertilizare in vitro.
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