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Apoptosis in mammalian sperm
Summary

This physiological cell death, also known as programmed cell death, takes
place during the entire growth period of an organism. In general, somatic cell
apoptosis can be induced through extrinsic mechanisms acting at the plasma
membrane, mitochondrial or nuclear levels.

Recent studies have demonstrated that apoptosis is an underlying mecha-
nism of germ cell death during normal spermatogenesis and that it is a major
mechanism in regulating spermatogenesis of various mammalian species. While
apoptosis in somatic cells and in (testicular) spermatocytes and spermatids is
well established, the presence and significance of apoptosis in ejaculated ani-
mals sperm is still unresolved.
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1. Wprowadzenie

w kazdym zywym organizmie o liczbie komoérek decyduje
réwnowaga pomiedzy ich proliferacjg i $miercig. ROwnowaga ta
niezbedna jest do prawidlowego funkcjonowania catego organi-
zmu, a jej zachwianie prowadzi do zjawisk patologicznych. Istot-
ne znaczenie ma tutaj mechanizm, ktéry w naturalny spos6b
réwnowazy proliferacje komorek zachodzacy na drodze mitozy
oraz proces, ktory eliminuje komorki zbedne lub zmienione pa-
tologicznie, czyli zjawisko apoptozy. Od wielu lat apoptoza budzi
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zainteresownie badaczy z réznych dziedzin nauk biologicznych. Przyczynifa sie do
tego Swiadomos¢, ze zjawisko to - niezaleznie czy wystepuje fizjologicznie czy
jako objaw patologii - jest aktywnym i podlegajacym regulacji rodzajem $mierci
komorki. Znaczaca role petni apoptoza w eliminacji komorek uszkodzonych i zmu-
towanych. Apoptoza jest bardzo waznym procesem komdrkowym; réwnie istotnym
jak namnazanie sie komdrek. Fizjologiczna $mier¢ jest naturalnym regulatorem nie
tylko w rozwijajgcym sie, ale i w dojrzatym organizmie.

W ciggu ostatnich lat pojawito sie wiele prac prezentujgcych przebieg apoptozy
w réznych subpopulacjach komorkowych. Opierajg sie one gtdwnie na zmianach
morfologicznych i wewnatrzkomdrkowych, bowiem komorka apoptotyczna prze-
chodzi charakterystyczny ciag przemian. Przede wszystkim komdrka w ktérej zosta-
je uruchomiony program $mierci oddziela sie od pozostatych i obkurcza sie. Na jej
powierzchni tworzg sie liczne drobne, pecherzykowate uwypuklenia, ktére pod mi-
kroskopem skaningowym wygladajg jak babelki w czasie gotowania (1,2). Przynaj-
mniej w poczatkowych fazach procesu zachowana jest integralno$¢ strukturalna
i wiekszos$¢ funkcji przez btone cytoplazmatyczng (3,4). Mimo znacznego spadku
potencjatu mitochondrialnego organelle komoérkowe pozostajg nieuszkodzone (5).
W przypadku $mierci apoptotycznej dominujg zmiany w obrebie jadra komadrkowe-
go. Poczatkowo chromatyna jadrowa ulega zageszczeniu w poblizu btony jadrowej,
po czym zaczyna wypetniac cale jadro, ktdre staje sie pyknotyczne. Nastepuje frag-
mentacja DNA, w trawieniu ktorego biorg udziat whasne endonukieazy komorki,
a w dalszym etapie destrukcji powstajg tzw. ciatka apoptotyczne, zbudowane z frag-
mentow jadra i nieuszkodzonych organelli komdrkowych, otoczonych szczelnie bio-
ng komorkowsg (6,7).

2. Aspekty molekularne

W procesie apoptozy mozna wyrdznic trzy fazy: inicjacyjna, wykonawczg (efek-
torowa) i zniszczenia (degradacyjng) (8). Zdolnos¢ reakcji komdrki na rozmaite czyn-
niki poprzez apoptoze jest procesem wieloetapowym. O przebiegu apoptozy decy-
duje stan fizjologiczny komorki oraz aktywacja proceséw biochemicznych w komor-
kach. Duza liczba czynnikdw wywotujacych apoptoze oraz ich réznorodnosé jest
przyczyng istnienia wielu drég wzbudzenia tego procesu. Wsréd czynnikéw ini-
cjujacych apoptoze najczesciej wymienia sie reakcje rozpoznawania i wigzania li-
ganddw z odpowiednimi receptorami $mierci na powierzchni komorek, ich aktywa-
cje, a takze aktywacje kaspaz inicjujacych. Kaspazy (ang. caspases-cysteine-dependent
aspartate specific proteases) odpowiedzialne sa za proteolityczny rozpad niektorych
sktadnikow cytoszkieletu (9). Sygnat apoptotyczny powoduje przeniesienie fosfaty-
dyloseryny (PS) na powierzchnie btony komérkowej, co umozliwia wczesng diagno-
styke apoptozy. Do wykrywania fosfatydyloseryny wykorzystywana jest, zalezna od
Ca™+, aneksyna V (zwigzana chemicznie z fluoresceing) (10). Przemieszczenie PS
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oraz aktywacja kaspaz jest sygnalem do rozpoczecia fazy wykonawczej apoptozy
(11). Za realizacje nieodwracalnej fazy wykonawczej apoptozy odpowiedzialne sg
kaspazy. Uwaza sig, ze sg one centralnym punktem skupiajgcym rézne sygnaty apo-
ptotyczne. Kaspazy syntetyzowane sg jako nieaktywne proenzymy (zymogeny), skia-
dajace sie z dwdéch podjednostek (—20 kDa i —10 kDa), potaczonych krotkim ,tacz-
nikiem” oraz tzw. prodomeny, polipeptydu o réznej dtugosci. Prodomena uczestni-
czy w dimeryzacji czasteczek prokaspaz, zostaje nastepnie odszczepiona podczas
aktywacji (12). Obecnie przyjmuje sie podziat kaspaz na 3 grupy: 1) aktywatory cyto-
kin - kaspazy 1, -4, -5, -11,-12,-13 , -14; 2) inicjujace szlak apoptotyczny; kaspazy
8, -9, -10; 3) odpowiedzialne za faze wykonawczg apoptozy; kaspazy - 3, -6, -7 (13).

Wszystkie poznane kaspazy charakteryzujg sie tym, ze przecinajg tancuch biatkowy
substratu w miejscu obecno$ci w nim kwasu asparginowego, oraz ze same dla siebie
sg enzymami aktywujacymi. W zwigzku z tym, aktywacja jednej z kaspaz moze
wywotaé kaskadowa reakcje, podczas ktorej uwalnia sie z zymogenow wiele aktyw-
nych kaspaz. Aktywowane kaspazy wykonawcze, bezposrednio albo w kaskadzie kas-
paz, dokonuja proteolizy biatek enzymatycznych i strukturalnych komérki. W wiek-
szosci komorek podczas apoptozy ulegajg proteolizie takie biatka jak laminy jadro-
we, histony, polimeraza poli-ADP-rybozy (PARP), biatka decydujace o prawidtowym
przebiegu cyklu komérkowego. Na tym etapie apoptozy niezwykle istotng role od-
grywaja biatka rodziny Bcl-2 (ang. B-cell leukemia/lymphoma-2), ktére moga przyspie-
sza¢ lub hamowac proces apoptozy (14). Na rodzine biatek Bcl-2 sktadajg sie zar6w-
no biatka stymulujgce apoptoze (Bax, Bak, Bcl-Xs, Bok/Mtd) jak i hamujgce ten proces
(Bcl-2, Bel-Xi, Bel-W, Mcl-1, NR-13) (15). Wystepuja one w bionach siateczki $rédpla-
zmatycznej, okotojagdrowej oraz mitochondrialnej. Biatko Bcl-2 hamuje apoptoze
wywotang réznymi czynnikami, a jego obecno$¢ stwierdzono réwniez w komorkach
rozrodczych ssakow (16). Biatka te regulujg przepuszczalno$¢ bton mitochondrial-
nych. Produkt biatkowy genu Bcl-2 blokuje jeden z krytycznych stopni w przekazywa-
niu sygnatu apoptozy, a mianowicie wyptyw jonéw Ca*' z mobilnej puli zlokalizowa-
nej w siateczce Srodplazmatycznej. Uwalniany z siateczki Ca™+ uczestniczy w akty-
wacji dwdch enzymdw bioracych udziat w procesach dezintegracyjnych: endonukleazy
DNA oraz transglutaminazy uczestniczacej w tworzeniu ciatek apoptotycznych (17).

W fazie wykonawczej dochodzi do otwarcia megakanatow mitochondriatnych,
spadku mitochondrialnego potencjatu transbtonowego (A'Ym), ktory prowadzi do
uwolnienia czynnika indukujacego apoptoze AlF (ang. apoptosis inducing factor) oraz
cytochromu c, ktory w trakcie apoptozy taczac sie z kaspazag 9 powoduje stymulacje
kaspaz i samobdjstwo komérki (18). W przypadku apoptozy enzymy tng dwunicio-
wy DNA. Peknigecia taricucha DNA mozna wykrywac stosujgc metode TUNEL (ang. ter-
minal deoxyniicleotydyl transferase mediated d-UTP nick end-labeling), przez wbudowy-
wanie dUTP sprzezonego z fluoresceina, czy digoksygening w taficuch DNA w miej-
scach peknieé, przy zastosowaniu terminalnej transferazy lub polimerazy DNA (19).
Wybdr metody identyfikacji apoptozy zalezy nie tylko od rodzaju induktora, ale tak-
ze od rodzaju komorek i aktywacji w nich réznych proceséw biochemicznych.
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2.1. Apoptoza w gonadach i gametach meskich

Istnieje wiele przyktadow apoptozy zachodzacej w rozwoju koniczyn, chrzastek
i kosci czy zrastania sie podniebienia. Zjawisko to jest nasilone w tkankach produkuja-
cych nowe komdrki. Wydaje sie, ze zjawisko apoptozy moze mie¢ tez ogromne zna-
czenie w biologii rozrodu (20). Szczeg6lnie w gonadach meskich komdrki pochodzace
Z pnia sg stale narazone na uszkodzenia genetyczne, gdyz spermatogeneza jest proce-
sem kreujacym de novo materiat genetyczny. W trakcie tego procesu spermatydy pod-
legajg charakterystycznym przeksztatceniom morfologiczno-biochemicznym prowa-
dzacym do powstania dojrzatego, zdolnego do zaptodnienia plemnika (21). jedng
z charakterystycznych zmian jest kondensacja chromatyny jadrowej. Proces ten polega
na zastgpieniu biatek histoniowych chromatyny przez protaminy - niewielkie biatka
o0 duzej zawartosci argininy i cysteiny. W obrebie jadra komoérkowego zachodzg zmia-
ny strukturalne na poziomie molekularnym polegajace na utlenieniu grup sulfhydrylo-
wych (-SH) protamin do postaci mostkow dwusiarczkowych (-S-S-) stabilizujacych chro-
matyne plemnikéw. Po zakorczeniu kondensacji DNA plemnikéw jest w wysokim
stopniu zageszczone (22). Proces kondensacji chromatyny jest wrazliwy na czynniki,
ktére moga zaktdcic jego przebieg. W badaniach przeprowadzonych na mrozonym na-
sieniu buhajow (23) wykazano wystepowanie wysokiej korelacji miedzy uszkodzenia-
mi chromatyny a ptodnoscig uzyskiwang po inseminacji tym nasieniem (24). Wadom
struktury chromatyny towarzyszy obecnos¢ w plemnikach luznych krétkich odcinkéw
DNA, bedacych wynikiem degradacji chromatyny (25).

Probujagc wyttumaczy¢ powody pofragmentowania DNA plemnikéw wysunigto
trzy hipotezy:

- Niewfasciwe upakowanie DNA i zaburzenia w tworzeniu mostkéw dwusiarcz-
kowych (26).

- Reaktywne formy tlenu - ROS (ROS, ang. Reactive Oxygien Species) indukujg
pekniecia DNA prowadzac do powstania duzych fragmentéw 1-2 miliony par zasad.
Zjawisko to poprzedza dalszg fragmentacje DNA (27,28).

- Fragmentacja DNA spowodowana zjawiskiem apoptozy (29).

Zageszczenie chromatyny jest niewatpliwie konieczne ze wzgledu na dostoso-
wanie rozmiaréw DNA do zmniejszonej objetosci jadra w dojrzatych plemnikach
(30). Specyficzna gatunkowo budowa morfologiczna i sztywno$¢ chromatyny poma-
gaja prawdopodobnie w penetracji ostonki przejrzystej. Moze ono stuzy¢ takze in-
nym celom takim jak ochrona materiatu genetycznego przed niekorzystnym wpty-
wem czynnikéw zewnetrznych, utatwianie rozpakowania, a takze procesom zacho-
dzacym po wniknieciu plemnika do komérki jajowej. Uszkodzenia DNA plemniko6w,
czyjego niewtasciwe przemiany w komorce jajowej moga by¢ przyczyng defektow
genetycznych zarodkéw prowadzac do ich wczesnego obumierania (31).

W wielu doswiadczeniach wskazuje sie na stres oksydacyjny jako na jeden
z czynnikow, ktory moze powodowaé pofragmentowanie DNA oraz na gtéwng rote
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mitochondriéw w przebiegu apoptozy (32). Stres oksydacyjny jest bowiem jednym
z czynnikdw, ktory moze spowodowaé otwarcie megakanatu mitochondrialnego.
Otwarcie megakanatu i wyptyw jonéw wapnia z mitochondriéw poprzedza zdaniem
Kroemera i wsp. (1997) inne zmiany charakterystyczne dla apoptozy takie jak kon-
densacja chromatyny, fragmentacja DNA i zmiany w blonie komérkowej. Moze to
prowadzi¢ do tworzenia duzych ilosci reaktywnych form tlenu. Wykazano, ze ROS
wyzwalajg zmiany apoptotyczne komdrek gametogenicznych w jadrze (16).

Szczeg6lne zainteresowanie budzi zwlaszcza trzecia hipoteza.

Z przeprowadzonych dos$wiadczen na ludzkim materiale wynika, ze jedno sper-
matogonium daje okoto 100 spermatyd, liczba ta odbiega zatem znaczgco od teore-
tycznej liczby 4096 (33). Fakt ten wskazuje na zaangazowanie w proces spermatoge-
nezy fizjologicznej $mierci komorek. Obecnie coraz wiecej naukowcow sklania sie
ku wnioskowi, ze apoptoza komdrek plemnikotwdrczych jest podstawowym mecha-
nizmem prawidtowej spermatogenezy (34). Wiadomo, ze apoptoza jest nasilona
w tkankach produkujacych nowe komorki. Do takich nalezy wiasnie nabtonek plem-
nikotworczy ssakow. W kanalikach kretych ssakdw apoptoza jest regulowana gtow-
nie przez komorki somatyczne, tj. Sertoliego (podporowe) w nabtonku plemniko-
tworczym i Leydiga w tkance $rédmigzszowej oraz interakcje pomiedzy samymi ko-
morkami gametogenicznymi. Apoptoza w procesie spermatogenezy pojawia sie spon-
tanicznie; w jadrach dorostych szczuréw obserwowana jest w kazdym stadium cyklu
spermatogenicznego (16). W jadrach mtodych samcéw myszy podczas pierwszych
cykli spermatogenezy zaobserwowano nasilong apoptoze, ktdra zbiega sie z wyso-
kim poziomem biatka Bax warunkujacego po6zniejszy, prawidtowy przebieg sperma-
togenezy u dorostych osobnikdéw. U mezczyzn z azospermig i oligozoospermig ob-
serwowano wzrost czestotliwosci procesu apoptozy komdrek plemnikotwdrczych
w tkance jagdrowej w poroéwnaniu z mezczyznami z prawidtowg spermatogeneza
(35-37). Spadek gonadotropin i testosteronu sprzyja apoptozie komaérek plemniko-
tworczych.

O ile wykonano wiele badan nad zjawiskiem apoptozy w procesie spermatoge-
nezy, o tyle istnieje niewiele prac poswieconych temu zagadnieniu w ejakulowanych
plemnikach. Gorczyca i wsp. (38) jako pierwsi zasugerowali, ze fragmentacja DNA
ejakulowanych plemnikéw jest analogiczna do apoptozy komorek somatycznych.
Dotychczasowe badania w tym zakresie skoncentrowane sg gtéwnie na wykrywaniu
apoptozy ejakulowanych plemnikéw u mezczyzn, u ktérych stwierdzono zaburzenia
ptodnosci. Zmiany apoptotyczne w plemnikach u tych mezczyzn byly pozytywnie
skorelowane z roznymi formami zmian morfologicznych tych plemnikéw, np. zmia-
ny w gtéwce plemnika, wstawce i witkach. Shen i wsp. (39) przeprowadzili doswiad-
czenia na ludzkich plemnikach. Z przeprowadzonych badan wynika, ze przecietnie
okoto 45% plemnikow w ejakulacie posiadato zmiany apoptotyczne, wykryte na pod-
stawie barwienia przy uzyciu aneksyny V-FITC. Wykazano pozytywna korelacje po-
miedzy zjawiskiem apoptozy a nieprawidtowosciami morfologicznymi plemnikow,
natomiast odwrotng korelacje z ruchliwoscig i zywotnoscig plemnikéw. Zini i wsp.
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(40) zaobserwowali wysokg korelacje pomiedzy denaturacjg i fragmentacjg DNA
plemnikéw oraz wysokim poziomem uszkodzen DNA u nieptodnych mezczyzn
w poréwnaniu z ptodnymi. Mozna zatem wysunaé wniosek, ze przynajmniej u ludzi
bezptodnos¢ jest zwigzana z niskg integralnoscig DNA. Istnieje réwniez poglad na
temat braku korelacji pomiedzy uszkodzeniami chromatyny a zmianami morfolo-
gicznymi plemnikéw (41). Wysunieto tez przypuszczenie, ze obnizona ptodnosé
moze byé uwarunkowana uszkodzeniami w genomie plemnika. W badaniach na
plemnikach cztowieka wykazano duzg zmienno$¢ dekondensacji chromatyny jadro-
wej w morfologicznie normalnych plemnikach. Badania przeprowadzone na plemni-
kach buhaja, knura, cztowieka wskazuja, ze wzrost wrazliwosci chromatyny na de-
naturacje moze byé zwigzany z zaburzeniami spermatogenezy, zwiekszonym odset-
kiem morfologicznie odbiegajacych od normy plemnikdw i obnizong ptodnoscia.
Jednoczesnie, Evenson (42) stwierdzit, ze w nasieniu cztowieka plemniki z chroma-
tyng podatng na denaturacje moga stanowi¢ nawet 100%. Wigze sie to prawdopo-
dobnie z faktem, ze chromatyna plemnikéw cztowieka jest bardziej wrazliwa na de-
naturacje niz u innych gatunkdéw.

Dotychczasowe prace na materiale zwierzecym skoncentrowane sg na wykrywa-
niu réznic w ilosci apoptotycznych plemnikéw pomiedzy $wiezym i mrozonym na-
sieniem buhajow (43). W Swiezym nasieniu zaobserwowno okoto 17% apoptotycz-
nych plemnikéw, natomiast po zamrozeniu i rozmrozeniu nasienia liczba ta wzrosta
od 31 do 40%. Wykazano réwniez znaczace réznice w ilosci apoptotycznych plemni-
kéw pomiedzy poszczegdlnymi osobnikami. Kriokonserwacja indukuje translokacje
fosfatydyloseryny (PS) na zewnatrz btony i powoduje wzrost liczby komorek nekro-
tycznych i apoptotycznych w nasieniu. Wysunieto przypuszczenie, ze obecnos¢ apo-
ptotycznych plemnikéw w $wiezym nasieniu moze by¢ przyczyng obnizonej ptodno-
ci buhajéw hodowlanych. Podobne doswiadczenie wykonano na nasieniu knura
(44). Tu réwniez zaobserwowano, ze po rozmrozeniu w nasieniu drastycznie wzra-
sta procent komorek apoptotycznych nawet do 80% w pordwnaniu z nasieniem
Swiezym. Wiadomo, ze nasienie knura jest bardzo wrazliwe na mrozenie, jak row-
niez po ejakulacji bardzo wrazliwe na szok chtodowy. Ponadto gtéwnym proble-
mem w przypadku mrozenia nasienia, jak sie wydaje, jest bardzo zr6znicowana in-
dywidualna podatno$¢ nasienia knuréw na proces zamrazania. W przypadku nasie-
nia dyskusyjny pozostaje wybdr metody identyfikacji tego procesu. Ze wzgledu na
specyficzng budowe plemnika i funkcje nie mozna opieraé sie na zmianach morfolo-
gicznych, charakterystycznych dla komoérek somatycznych, lecz skoncentrowac sie
na zmianach biochemicznych zachodzacych w komaorkach. Obecnie przyjeto sie apo-
ptoza nazywac ,,proces, w ktérym posrednikami w przekazywaniu sygnatu Smierci
sg kaspazy”. Uwaza sie bowiem, ze bez kaspaz apoptoza w ogole nie moze zacho-
dzi¢. Nadal zaangazownie kaspaz w proces apoptozy w ejakulowanych plemnikach
pozostaje nie wyjasnione. W plemnikach myszy, kaspazy w ogdle nie sg obecne,
podczas gdy aktywno$¢ enzymatyczng kaspazy - 3 wykryto w niewielkich iloSciach
w ludzkich plemnikach o niskiej ruchliwosci (45). Wysoki procent plemnikow z ak-
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tywnymi kaspazami zostat znaleziony u bezptodnych mezczyzn. Obecny stan wie-
dzy nie daje nam jednak pewnosci, ze droga $mierci apoptotycznej w ptemniku jest
analogiczna z modelem $mierci w komorkach somatycznych.

Praca wykonana w ramach projektu promotorskiego nr 2 P06D02330.
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