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Auf dem Weg der Samenzelle in die Eizelle
entdeckt die Forschung immer noch neue

Phänomene und Hindernisse
P. Schwartz1, B. Hinney2, D. Rath3, H.-W. Michelmann2

Über die ersten Schritte der Gameteninteraktion, d. h. die Bindungsart der Spermatozoen an der Zona pellucida und deren Penetration, existieren
widersprüchliche Interpretationen in der Literatur. Rasterelektronenmikroskopische (REM-) Bilder über diese Prozesse helfen bei der Veranschau-
lichung oder bei den Erklärungsversuchen zur Lösung dieser Kontroversen. Zu Beginn der Gameteninteraktion sind die Corona-radiata-Zellen
locker um die Zona pellucida angeordnet. Kanalähnliche Interzellularspalten zwischen ihnen erleichtern den Spermatozoen den Weg zur Zona
pellucida. Der erste Kontakt zwischen Spermatozoen und Zona findet auf unterschiedliche Art und Weise statt. Am häufigsten ist eine flache,
tangentiale Anheftung mit nachfolgendem Eindringen des Spermatozoons in die Zona. Es gibt jedoch auch ein vertikales Penetrieren, das immer
dann auftritt, wenn Cluster von Spermatozoen auf der Zona gebunden sind. Es binden sowohl Spermatozoen mit als auch ohne Akrosomenreaktion.
Auch nach einer erfolgten Befruchtung binden noch weitere Spermatozoen an die Zona. Entgegen den Aussagen in der Literatur machen wir nicht
nur enzymatische und/oder mechanische Prozesse für den Vorgang der Penetration der Samenzelle durch die Zona pellucida verantwortlich, auch
die Zona pellucida scheint an diesem Vorgang beteiligt. Aus REM-Bildern kann der Eindruck entstehen, daß an die Zona gebundene Spermatozo-
en, inklusive ihrer Schwänze, von der filamentös erscheinenden, extrazellulären Matrix der Zona pellucida umschlossen und so in die Zona
integriert werden. Nach unserer Meinung kann es neben einem enzymatischen und mechanischen Vorgang noch ein drittes unterstützendes
Phänomen geben, das es ermöglicht, daß ein Spermatozoon die extrem elastische und stabile Zona pellucida durchdringt. Eine Beteiligung der
Zona pellucida an diesem Vorgang legen nach unserer Interpretation die REM-Aufnahmen nahe.

Schlüsselwörter: Rasterelektronenmikroskopie, REM, Eizell-Samenzell-Interaktion, IVF, Befruchtung, Oozyte, Mensch

How does the Spermatozoon Penetrate the Zona Pellucida? In literature, there are conflicting statements about the first steps during gamete
interaction; i.e. the binding of spermatozoa on the zona pellucida and its penetration. Scanning electron microscopy (SEM) pictures of these
processes may help to clarify the situation. During gamete interaction, corona radiata cells are widely dispersed around the zona. Intercellular
spaces, like channels between granulosa cells, permit the way of spermatozoa to the zona. In the course of fertilisation, different forms of attach-
ment of the spermatozoon to the zona occur. Most frequently, there is a flat, tangential attachment of the sperm head to the surface of the zona,
followed by intrusion into the zona in this horizontal position. However, vertical binding with penetration by the tip of the head first also occurs.
In oocytes, in which large numbers of clusters of bound spermatozoa are visible, vertical binding and penetration is usual. Binding occurs with
spermatozoa which have or have not undergone an acrosomal reaction. Further sperm binding takes place even on fertilised oocytes and early
embryos. In contrast to other reports, not only enzymatic and/or mechanical processes seem to be responsible for the penetration of the zona by
the spermatozoon. It is our interpretation that the zona pellucida itself is involved in the process of gamete interaction. In SEM pictures, it looks as
if spermatozoa, including the tails which are attached to the zona, are engulfed by zona material. In addition to enzymatic and/or mechanical
processes, we are postulating another mechanism that enables the spermatozoon to penetrate the extremely elastic and firm zona pellucida. On
the basis of SEM pictures, it is our assessment that the zona pellucida is directly involved in this process. J Reproduktionsmed Endokrinol 2006; 3
(1): 39–44.

Key words: scanning electron microscopy, SEM, oocyte-sperm interaction, IVF, fertilisation, oocyte, human

 Der Vorgang der Gameteninteraktion im Rahmen der
Befruchtung läuft wie eine Kaskade ab [1]. Er be-

inhaltet die Kapazitation der Spermatozoen, die Erken-
nung der Oozyte durch die Spermatozoen, die Bindung
von Samenzellen an die Eizelle, die akrosomale Reak-
tion, die Penetration der Zona, des perivitellinen Raumes
und des Oolemmas sowie die Fusion des Spermatozoen-
kopfes mit dem Zytoplasma.

Die Forschung über die Abläufe während der Befruch-
tung hat nicht nur eine lange Geschichte, sondern auch
eine kaum zu überschauende Flut an Literatur hervorge-
bracht. Es gibt ungezählte, gute Publikationen über die
biochemischen Prozesse, die während dieser Kaskade
ablaufen [2], doch es existieren bisher wenige Veröffent-
lichungen, die die ersten Schritte während der Fusion
von Ei- und Samenzelle, d. h. die Penetration der Zona
pellucida durch die Samenzelle, nicht nur exakt be-
schreiben, sondern auch bildlich darstellen. Noch vor 25
Jahren schrieb Bavister [3], daß es unbekannt sei, wie

Spermatozoen die Zona pellucida durchdringen: „...we
do not yet know the mechanism by which mammalian
spermatozoa penetrate the zona pellucida.“

In der Zwischenzeit hat das Wissen über diese Vorgänge
zugenommen. Nach Aussage der meisten Publikationen
bohrt sich das Spermatozoon mit Hilfe eigener Kraft und
enzymatischer Prozesse (Akrosomenreaktion) durch die
Zona [4]. Doch offensichtlich ist dieser Penetrationsvor-
gang nicht so einfach. Nach Edwards und Brody [5] ist bis-
her nicht geklärt, ob beide Vorgänge überhaupt ausrei-
chen, damit das Spermatozoon die extrem elastische und
stabile Zona pellucida penetrieren kann. Der Axialdruck
eines Spermatozoons ist allein sicher nicht in der Lage, die
Zona mit ihrem dreidimensional angeordneten Gitternetz
zu durchdringen. Aus der intrazytoplasmatischen Sper-
matozoeninjektion (ICSI) ist bekannt, daß selbst die extrem
spitze Injektionskapillare nur mit Mühe durch die sehr fe-
ste und elastische Zona gestochen werden kann. Auch die
enzymatische Wirkung des Akrosins kann beim Eindrin-
gen des Spermatozoons nur eine untergeordnete Rolle
spielen. Bedford [6] analysierte alle Argumente für oder
gegen die allgemeine Auffassung, daß die Spermatozoen-
penetration mit Hilfe eines durch Lyse und Vorwärtsbewe-
gung entstandenen Lochs in der Zona stattfindet. Er kam
zu dem Schluß, daß die Freisetzung von akrosomalem
Lysin keinen lokalen Effekt auf die Zona hat und daß das
Durchdringen der Zona nur durch mechanische Kräfte be-
wirkt wird.
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Die vorliegende Arbeit versucht, einen Beitrag zu der
kontroversen Diskussion über die Vorgänge der Penetra-
tion der Zona pellucida durch die Samenzelle beizusteu-
ern. Dazu wurde die in der PubMed-Datenbank gelistete
Literatur ausgewertet und die Ergebnisse wurden mit den
eigenen, durch Rasterelektronenmikroskopie (REM) ge-
wonnenen Erkenntnissen verglichen [7].

Bindungsmuster
Als eine Voraussetzung für die Befruchtung muß sich der
ursprünglich kompakte und dicht um die Oozyte liegen-
de Cumuluskomplex auflösen. Dieser Auflösemecha-
nismus der kompakten Cumulusmasse ist ein Prozeß der
Eizellreifung, der durch die Synthese von Hyaluronsäure
in den Cumuluszellen initiiert wird und nicht von der An-
oder Abwesenheit von Spermatozoen abhängt [4]. Die
Granulosazellen weichen dadurch auseinander, um so
Lücken und Durchgänge zu schaffen. Sie befinden sich
nur noch in einem lockeren Verbund und stehen durch

extrazelluläre Fibrillen-Strukturen miteinander in Verbin-
dung. Die Zellen zeigen eine sehr unterschiedliche Mor-
phologie, sind entweder oval oder kubisch und weisen in
ihrer vertikalen Position zur Zona pellucida hin (Abb. 1).
Um diese zu erreichen, müssen sich die Spermatozoen
durch die Zwischenräume einen Weg bahnen. Nur so
sind sie in der Lage, die Zona pellucida zu erreichen.
Welche genaue Bedeutung die Granulosazellen für die
Befruchtung haben, ist bis heute ungeklärt [8].

Laut Lehrmeinung folgt der Spermatozoenbindung an die
Zona die akrosomale Reaktion und das Eindringen in die
sehr heterogene Struktur der Zona. Auf REM-Bildern sind
jedoch auf der Oberfläche der Eizelle gebundene Sperma-
tozoen sowohl mit als auch ohne Akrosomenreaktion
nachweisbar. Während einige Samenzellen noch ein in-
taktes Akrosom zeigen, haben andere dieses bereits verlo-
ren. Verglichen mit den Spermatozoen mit intaktem Akro-
som sind ihre Köpfe spitzer und schmaler (Abb. 2). Dies
bestätigt die Aussagen von Vandevoort et al. [9], daß bei
vielen Säugetieren, menschliche und nichtmenschliche
Primaten eingeschlossen, eine Zonabindung sowohl vor
als auch nach einer Akrosomenreaktion stattfinden kann.
Nicht bestätigt werden können die Ergebnisse von Pereda
und Coppo [10], die innerhalb der Cumulusmasse keine
Spermatozoen ohne Akrosomenreaktion gefunden hatten.

Nachdem das Spermatozoon die Oberfläche der Zona
erreicht hat, kann eine Bindung zwischen beiden auf
eine sehr heterogene Art und Weise stattfinden. Von
lichtmikroskopischen Bildern ist bekannt, daß die Anzahl
gebundener Spermatozoen sowie das Bindungsmuster
große Unterschiede sowohl innerhalb als auch zwischen
Oozyten aufweisen. Dabei macht es keinen Unterschied,
ob die Oozyten von verschiedenen oder denselben Frau-
en stammen [11]. Auch auf REM-Bildern wird diese Hete-
rogenität deutlich. Es gibt keine einheitliche Bindungs-
form. In der Mehrzahl der Fälle sieht man eine flache,
tangentiale Anlagerung des Äquatorialsegmentes des Sper-
matozoenkopfes mit einer nachfolgenden Verschmelzung
in genau dieser Position (Abb. 3). Es gibt jedoch auch die
vertikale Bindung mit der Kopfspitze voran (Abb. 4). Be-
sonders an Stellen, an denen eine unüberschaubar große
Masse an Samenzellen dicht an dicht nebeneinander anAbbildung 1: Kanalartige Lücken zwischen den Corona-radiata-Zellen

leiten die Spermatozoen zur Oozyte (Balken = 5 µm).

Abbildung 3: Tangentiale Bindung eines Spermatozoons auf der Zona
pellucida (Balken = 1 µm).

Abbildung 2: Spermatozoen mit und ohne Akrosomenkappe (Balken =
5 µm).
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der Zona gebunden ist, kann man diese Art der Bindung
am häufigsten sehen (Abb. 5a und 5b). Diese Cluster-
bildung von Spermatozoen scheint IVF-spezifisch zu
sein, da in diesen Fällen eine unnormal große Anzahl
von Samenzellen in vitro in das Kulturmedium zum
Eizell-Cumuluskomplex hinzugegeben wird. In vivo ist
eine derartig zahlreiche Anhäufung von Spermatozoen
auf REM-Bildern nicht nachweisbar [12].

In Eizellen mit einer netzartigen, porösen Zona ver-
schwinden die Spermatozoen häufig in solchen Poren,
sodaß nur noch die Schwänze sichtbar sind (Abb. 6).

Die Aussage von Tulsiani et al. [13], daß befruchtete Ei-
zellen keine weiteren an der Zona pellucida gebundenen
Spermatozoen aufweisen, kann so nicht bestätigt wer-
den. In eigenen Untersuchungen konnte beim Menschen
[14] und beim Schwein [15] sowohl an befruchteten Ei-
zellen als auch an präimplantatorischen Embryonen eine
Vielzahl gebundener Spermatozoen nachgewiesen wer-
den. An frühen In-vivo-Embryonen des Schweins steigt die
Zahl gebundener Samenzellen mit der Zeitdauer, die die-
se Embryonen im Ovidukt verbringen. Während an der
Zygote im Durchschnitt nur 4,7 ± 7,6 Spermatozoen ge-
zählt wurden, stieg diese Zahl auf im Durchschnitt 21,3 ±
15,6 Samenzellen pro Blastozyste. Die Spermatozoen
hatten sich nicht nur lose angeheftet, sondern waren so
tief in die Zona eingedrungen, daß nur noch ihre Schwänze
sichtbar waren. Damit ist die Aussage von Hoodbhoy
und Dean [16] nicht richtig, daß an frühe Embryonen kei-
ne Samenzellen mehr binden. Im Gegensatz zu den In-
vivo-Embryonen zeigten die In-vitro-Embryonen keine
Zunahme von gebundenen Spermatozoen mit zunehmen-
der Embryonalentwicklung. Solch eine Zunahme war auch
nicht zu erwarten, da die Eizellen für eine In-vitro-
Fertilisation nur maximal 18 Stunden mit den Spermato-
zoen zusammenblieben. Danach fand ein Medium-
wechsel statt, bei dem die Zygoten aus der Sperma-
suspension entfernt wurden. Es gab einen weiteren Un-
terschied zu den In-vivo-Embryonen. Im Gegensatz zu
ihnen war bei den In-vitro-Embryonen die Interaktion
zwischen Ei- und Samenzellen nur sehr locker, ohne ein
tiefes Eindringen der Spermatozoen (Abb. 7a und 7b).

Abbildung 5a und 5b: Clusterförmiges Vorkommen von Spermatozoen
in vertikaler Bindung.
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Abbildung 6: Vertikale Bindung von Spermatozoen auf der Zona
pellucida. Der Spermatozoenkopf liegt in der porösen Oberfläche der
Zona (Balken = 2 µm).

Abbildung 4: Vertikale Bindung eines Spermatozoons auf der Zona pellucida
(Balken = 1 µm).
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Abbildung 7a und 7b: Spermatozoenbindung an einer In-vivo- (7a) und In-vitro-Blastozyste (7b) vom Schwein.

Zwei Theorien

Es ist auffällig, daß selbst in sehr ausführlichen Review-
artikeln, in denen im Detail auf alle Vorgänge während
der Eizell-Spermatozoen-Bindung eingegangen wird, die
Penetration der Zona pellucida durch die Samenzelle nur
oberflächlich abgehandelt wird [17]. Als Standarderklä-
rung wird fast immer angeführt, daß die Penetration der
Zona sowohl durch Bewegung als auch durch Proteasen
und Glykosidasen vollzogen wird [18].

Nach Bedford [19] ist es aber als sicher anzusehen, daß
die bei der Akrosomenreaktion freigesetzten Enzyme die
Zona pellucida an der Bindungsstelle nicht auflösen.
Dies steht im Widerspruch zu Hardy et al. [20] und
Yamagata et al. [21], die eine enzymatische Reaktion be-
schreiben. Bedford [19] vertritt die Ansicht, daß sich das
Spermatozoon allein durch mechanische Kraft durch die
Zona bohrt, während nach Sutovsky et al. [22] die Pene-
tration des Spermatozoons allein durch proteolytische
Aktivitäten von akrosomalen Proteasomen gewährleistet
wird. Vertreter beider Denkrichtungen führen unzählige

Beweise an, warum die Enzymtheorie bzw. das mechani-
sche Modell richtig sein sollen [23].

Zur Frage der Mechanik der Spermatozoenpenetration in
und durch die Zona pellucida liefern REM-Aufnahmen
aufschlußreiche Bilder. Es wird auf diesen deutlich, daß
sich Samenzellen nicht ausschließlich durch Druck oder
enzymatische Einwirkung ihren Weg durch die Zona
bahnen, sondern daß möglicherweise die Zona selbst an
der Penetration beteiligt ist. Nach ihrer Bindung an die
Zona werden die Spermatozoen von filamentös erschei-
nender, extrazellulärer Matrix aus Zonamaterial umschlos-
sen (Abb. 8, 9).

Auch beim Schwein ist dieser Vorgang zu beobachten
(Abb. 10). Bei diesem Tier, nicht jedoch beim Menschen,
kann zusätzlich auch eine enzymatische  Reaktion beob-
achtet werden, die zu einer Lyse der Zonaoberfläche
führt (Abb. 11).

Die Tatsache, daß sowohl das Spermatozoon als auch die
Zona pellucida an der Penetration der Samenzelle durch

AAAAA BBBBB
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Abbildung 8: Mit granulösem Zonamaterial überwucherter Kopf eines
Spermatozoons in der Zona pellucida (Balken = 1 µm).

Abbildung 10: Zonamaterial einer Schweineoozyte überwuchert ein
Spermatozoon.

Abbildung 9: Filamentös erscheinende, extrazelluläre Matrix überwu-
chert den Kopf eines Spermatozoons auf der Zona pellucida (Balken =
1 µm).

Abbildung 11: Enzymatische Lyse (Pfeile) auf der Zona pellucida einer
Schweineoozyte.

die Zona beteiligt sind, steht im Gegensatz zu den beiden
bisher üblichen Theorien über die Zonapenetration. Un-
abhängig von der Art der Bindung (vertikal/tangential)
werden die Spermatozoen von den perlschnurartigen,
extrazellulären Fibrillen des Zonamaterials umschlossen
und in die Zona integriert.

Dieser Vorgang ähnelt dem Beginn der Entstehung der
sog. „fertilisation cones“ oder „incorporation cones“, wie
sie seit langem bei den Echinodermen (Seeigel, Seesterne
etc.) [24, 25], aber auch bei Fischen [26–28], bei Xenopus
[29] und bei Beuteltieren [30, 31] bekannt sind. Beim
Seeigel wird das Spermatozoon mit Hilfe dieses Befruch-
tungshügels in die Eizelle hineingezogen. In diesem Hü-
gel findet eine massive Aktinpolymerisation statt. Vom
Zentrosom ausgehende Mikrotubuli lassen das Sperma-
tozoon langsam in die Eizelle „herabsinken“.

Die Eintrittstelle des Spermatozoons in das Oolemma
von Säugetieren wird ebenfalls als „fertilisation cone“ be-

zeichnet. Es ist der Ort des Fusionsprozesses beider
Gametenmembranen. Durch diese Fusion bildet sich
eine durchgehende Oozytenmembran, die das darunter-
liegende Spermatozoon einschließt [32]. So bildet sich
eine leichte Erhöhung, die sich in den perivitellinen Raum
wölbt. Im Gegensatz zu den Vorgängen auf dem Oolemma
ist bei Säugetieren solch ein Vorgang auf der Oberfläche
der Zona pellucida bisher nicht beschrieben worden.

Schlußfolgerung

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, daß es neben ei-
ner enzymatischen und mechanischen Durchdringung
noch eine dritte „Kraft“ geben könnte, die es ermöglicht,
daß ein Spermatozoon die extrem elastische und stabile
Zona pellucida durchdringen kann. Eine Beteiligung der
Zona pellucida an diesem Vorgang kann aufgrund der
REM-Aufnahmen nicht mehr ausgeschlossen werden.
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