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Transduktion von Apoptosesignalen in ejakulierten
Spermatozoen nach Kryokonservierung

via Aktivierung von Caspasen
U. Paasch, S. Grunewald, H. J. Glander

Einleitung: Es wurde untersucht, inwieweit Schädigungen der Spermienmembran mit zytosolischen Signalen der Apoptose, dem programmierten
Zelltod, assoziiert sind. Diese Signale werden insbesondere durch Aktivierung von Caspasen vermittelt. Die Membran einer apoptotischen Zelle zeigt
eine Externalisation von Phosphatidylserin (PS), das in intakten, nicht-apoptotischen Zellen nur auf der zytoplasmatischen Seite lokalisiert ist. Dieses
Phänomen wurde genutzt, um ejakulierte Spermatozoen in Abhängigkeit von der Bindung von Annexin V-konjugierten MicroBeads (ANMB) und der
superparamagnetischen Zellseparationstechnik (MACS) in zwei Zellpopulationen zu trennen: in eine ANMB-negative mit intakter Membran und in
eine ANMB-positive. Annexin V kann die intakte Membran nicht passieren und deshalb PS in intakten Spermien nicht erreichen. Eine ANMB-Bindung
ans Spermium charakterisiert entweder eine Externalisation von PS als frühes Ereignis der Apoptose oder eine allgemeine Beeinträchtigung der Mem-
branintegrität. Patienten und Methoden: Zwanzig Ejakulate von 10 gesunden Probanden wurden gesplittet und eine Hälfte kryokonserviert. In den
frischen und kryokonservierten Spermaproben wurde vergleichend die Aktivierung der Caspasen (aCP) 8, 9, 1 und 3 in Abhängigkeit von der Annexin
V-Bindung flowzytometrisch untersucht. Ergebnisse: Alle untersuchten Caspasen wurden erstmals im Spermienzytosol nachgewiesen. Außer Caspase 9,
die eine mitochondriale Mittelstückfluoreszenz zeigte, wurden alle Caspasen postakrosomal lokalisiert. Die Kryokonservierung führte zu einer signifi-
kanten Erhöhung des Anteils von Spermatozoen mit aktivierten Caspasen (15,7 % in frischen vs. 40,8 % in kryokonservierten Spermien, p < 0,01). Die
MACS-Technik separierte in Abhängigkeit von der ANMB-Bindung an das Spermien-PS eine ANMB-negative Spermienfraktion mit hochsignifikanter
Verminderung (p < 0,01) von Spermien mit aktivierten Caspasen. Auch nach der Kryokonservierung war der Trenneffekt von MACS signifikant, jedoch
unterschieden sich bezüglich der Caspase-Aktivierung die frischen ANMB-negativen Spermien nicht signifikant von den kryokonservierten ANMB-
negativen Spermien (p > 0,05). Infolge der Kryokonservierung erhöhte sich allerdings signifikant (p < 0,01) die Chance eines Spermatozoons mit dem
Verlust der Membranintegrität, auch Caspasen zu aktivieren. Zusammenfassung: Es wurde erstmals die Präsenz und koordinierte Kompetenz von zyto-
solischen Apoptosesignalen in Form aktivierter Caspasen in ejakulierten Spermatozoen aufgezeigt. Die Kryokonservierung führte zu einer signifikanten
Aktivierung dieser Enzyme. Die Trennung der Spermatozoen in Abhängigkeit von ihrer Annexin V-Bindung führte zu einer signifikanten Verminderung
von Spermien mit aktivierter apoptotischer Signalkaskade, sowohl in nativen als auch in kryokonservierten Spermaproben mit erhöhter Membranschä-
digung. Aktive Caspasen waren aber auch zu einem Anteil zwischen 7% und 14% in frischen Spermatozoen mit intakter, nicht-apoptotischer Mem-
bran zu finden. Aufgrund des sehr weiten Substratspektrums der terminalen Caspase 3 in den Spermien ist eine Beeinflussung der fertilen Potenz des
Spermatozoons nach Aktivierung sehr wahrscheinlich.

Objective: To study the relation between disintegration of plasma membrane and the activation of caspases, the transducers of apoptotic signals
for programmed cell death in ejaculated spermatozoa. The spermatozoa were subpopulated by magnetic activated cell sorting (MACS) in dependence
on sperm binding to superparamagnetic annexin V-conjugated microbeads (ANMB). The binding indicates an exposure of phosphatidylserine to the
outer membrane (EPS) as an early event of apoptosis or a disturbance of membrane integrity. The resulting two populations were investigated for active
caspases (aCP) 8, 9, 1 and 3, which mediate the main pathways of apoptosis. Methods: Twenty semen samples of 10 healthy volunteers were splitted
to get two aliquots, which were examined before and after cryopreservation. The fresh or cryopreserved semen samples were further aliquoted into
two by MACS getting ANMB-negative- and ANMB-positive-subpopulations in dependence on the sperm membrane integrity. Afterwards, the aCP 8, 9,
1 and 3 were detected in both subpopulations. Results: The aCPs were localized predominantly in the postacrosmal region except aCP9 which was
found in the midpiece. The cryopreservation led to a significantly increased number of sperm showing an activation of all caspases investigated
(15.7 % in native vs. 40.8 % in cryopreserved spermatozoa, p < 0.01). The MACS separation in dependence on binding of ANMB to PS resulted in a
significant depletion (p < 0.01) of sperm with aCP within the ANMB-negative spermatozoa with intact membranes. The percentage of sperm with aCP
within the ANMB-negative fraction was not significantly influenced by cryopreservation. The cryopreservation increased the probability that sperma-
tozoa with aCP8, aCP9, aCP1 and aCP3 may also develop a disintegration of plasma membrane and appear in the ANMB-positive fraction. Conclusi-
ons: For the first time it is reported that initiator and effector caspases of the main pathways of apoptosis are present and ready to be coordinately
activated in ejaculated spermatozoa. Activated caspases were found especially in spermatozoa with disturbed membranes, but spermatozoa with
intact membranes do also house a small amount of aCP. The annexin V-MACS separation resulted in a significant depletion of spermatozoa having aCP
within the ANMB-negative fraction. Hence a wide spectrum of cell cytosceletal proteins and membrane components are targets of caspases, they very
likely contribute to a decrease in the fertilization capacity. J Fertil Reprod (Österreich) 2003; 13 (2): 22–31.

Von der Universitäts-Hautklinik Leipzig, Deutschland, Andrologie

Korrespondenzadresse: PD Dr. Uwe Paasch, Andrologie,
Univ.- Hautklinik Leipzig, Stephanstraße 11, D-04103 Leipzig;
E-mail: paau@server3.medizin.uni-leipzig.de

Spermaproben mit pathologischen Spermiogramm-Para-
metern weisen auf ein vermindertes Fertilisierungspo-

tential hin und enthalten oft erhöhte Anteile von Spermien
mit DNA-Strangbrüchen [1–5]. Spermatozoen mit frag-
mentierter DNA verursachen in der assistierten Reproduk-
tionstechnik (ART) reduzierte Fertilisierungsraten nach in
vitro-Fertilisation (IVF) und intrazytoplasmatischer Spermi-
eninjektion in Oozyten (ICSI) [6, 7]. Die DNA-Fragmenta-
tion kann dabei das Resultat der Apoptose, des program-

mierten Zelltodes, sein. Ein Membransymptom der Apoptose
ist die Externalisation von Phosphatidylserin (PS), das in
intakten, nicht-apoptotischen Zellen nur auf der zytoplas-
matischen Seite lokalisiert ist [8, 9]. Diese Veränderungen
an der Membran waren auch an humanen Spermien nach-
weisbar und ermöglichten den Aufbau selektiver Nach-
weis- und Separationssysteme [10–13]. Das EPS hat eine
sehr hohe Affinität zu Annexin V (AN), einem 35–36 kD
phospholipidbindenden Protein [14]. Annexin V kann die
intakte Membran nicht passieren und deshalb PS in intak-
ten Spermien nicht erreichen. Eine Annexin V-Bindung ans
Spermium charakterisiert entweder eine Externalisation
von PS als frühes Ereignis der Apoptose oder eine allge-
meine Beeinträchtigung der Membranintegrität. Obwohl
der Zusammenhang zwischen Membranveränderung und
programmiertem Zelltod (Apoptose) an somatischen Zel-
len gut aufgeklärt ist, sind die Details am Spermatozoon
noch weitgehend unbekannt.

Der programmierte Abbau von Zellen (Apoptose) wird
durch ein komplexes, reguliertes Signalnetzwerk vermit-

Abkürzungen: ANMB – Annexin V-MicroBeads; MACS – immuno-
magnetische Zellseparation (magnetic activated cell sorting);
ANMB- – Spermatozoen ohne gebundene Annexin V-MicroBeads;
ANMB+ – Spermatozoen mit gebundenen Annexin V-MicroBeads;
CP – Caspase
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telt. Externe oder interne Signale führen über eine Aktivie-
rung von Enzymen, insbesondere Caspasen (cytosolische
Aspartat-spezifische Proteasen, CP) zur Exekution der
Apoptose und zum Zelluntergang [15]. Die Apoptose
kann im wesentlichen über „Todesrezeptoren“ (Typ I) oder
intern über eine mitochondriale Aktivierung (Typ II) getrig-
gert werden. Alle Signalwege werden durch unterschiedli-
che CP realisiert [15, 16]. Caspasen sind Proteasen, die in
ihrem aktiven Zentrum die Aminosäure Cystein enthalten
und Proteine nach der Aminosäure Aspartat schneiden
(Cysteinyl-Aspartasen). Sie werden durch selektive Proteo-
lyse und Dimerisation aus Zymogenen (Proenzyme)
(Abb. 1) aktiviert. Die aktivierte Caspase (aCP) triggert eine
zur Apoptose führende Signalkaskade, reguliert von zahl-
reichen assoziierten Elementen (Abb. 2). Am Ende der Si-
gnalkette werden durch die aktivierten Caspasen nahezu
alle Zellbausteine abgebaut, wobei es zur spezifischen
Fragmentation der DNA kommt [18–22]. In der Signalkette
des Typ I-Weges der Apoptose, z. B. über den „Todesrezep-
tor“ CD95, der auch auf Spermien exprimiert wird, ist CP8
der wichtigste Mittler [23]. CP9 ist der wichtigste Signal-
vermittler für die mitochondriale Typ II-Apoptose, wäh-
rend CP3 eines der wichtigsten Enzyme für das terminale
Apoptosestadium ist. Die CP3 wird durch die Initiator-Cas-
pasen aktiviert und als aktives Enzym spaltet bzw. inakti-
viert sie ca. 42 der 250 verschiedenen bis heute identifi-
zierten Caspasen-Substratmoleküle. Insbesondere wird
das zytoskelettale Protein Gelsolin abgebaut, das für die
Organisation des Aktinfilament-Netzwerkes verantwort-
lich ist [24–28].

Das Auftreten von Spermatozoen mit DNA-Strangbrü-
chen im Ejakulat könnte sowohl durch Reifungsstörungen
(defektes zytoplasmatisches und nukleäres Remodelling)
während der Spermatogenese [29–31] als auch nach nor-
maler Reifung durch Reaktivierung der apoptotischen
Signalkaskade entstehen [2, 32, 33]. Die Caspase 3 wurde
im humanen Hodengewebe gefunden [34], ihre Inaktivie-
rung führte zu einer Blockade der Apoptose von Germinal-
zellen [4]. Ejakulierte Spermatozoen, die über Bindung
von Annexin V-konjugierten MicroBeads (ANMB) an das
Spermien-PS als Symptom von Apoptose und Membran-
schädigung immunmagnetisch angereichert wurden,
wiesen ebenfalls aktivierte Caspasen auf [13]. Es ist bisher
unklar, welche der Caspasen in Humanspermien vorkom-
men und ob die aktivierten CP in den Spermien das Resul-
tat einer fehlgesteuerten, abortiven Apoptose während der
Spermatogenese sind, oder ob externe Stimuli, z. B. Kryo-
konservierung, zu einer Reaktivierung führen können.

Wir untersuchten die Initiatoren für die Typ I- und Typ
II-Apoptose, die Caspasen 8 und 9, die gemeinsam ge-
nutzte Effektorcaspase 3 und die CP1 wegen ihrer Rolle
bei der p53-vermittelten Apoptose sowie die Entzündungs-
reaktionen [35, 36]. Es sollte die Frage beantwortet wer-
den, inwieweit eine Dysintegration der Spermienmem-
bran mit Caspase-vermittelten Apoptosesignalen assoziiert
ist und welchen Einfluß die Kryospermakonservierung auf
diese Signalübertragungsmechanismen hat.

Patienten und Methoden

Auswahlkriterien für Samenproben
Zwanzig Ejakulate wurden von zehn gesunden Probanden
nach dreitägiger sexueller Karenz gewonnen. Die Bestim-
mung der klassischen Spermiogrammvariablen folgte den
WHO-Richtlinien [37].

Probenaufbereitung
Alle Proben wurden nach einer Glaswollfiltration mit dem
Äquivalent humaner Tubenflüssigkeit (HTF) 1:1 verdünnt
[38] und zweigeteilt, wonach der eine Teil nativ und der
andere nach einer Kryokonservierung verwendet wurde.
Aus beiden Teilen wurde durch einen zweimaligen
Waschprozeß mit HTF (400 x g, 5 min) eine Spermiensus-
pension mit definierter Spermienkonzentration hergestellt.

Kryokonservierung
Die Proben wurden mit TEST yolk buffer (TYB, (TES
(N-tris[hydroxymethyl] methyl-2-aminoethanesulfonsäure)
und Tris)) mit 12 % (v/v) Glycerolzusatz (Santa Ana, Cali-
fornien, USA, Irvine Sci.) als Kryoprotektivum tropfenwei-
se verdünnt [10], in Cryo Tubes zu 1,8 ml der Firma Inter
Med® abgefüllt [39] und anschließend mit dem System
NICOOL LM 10 der Firma Compagnie Francaise de Produits
Oxygenes stufenweise (15 min Stufe 2 und 15 min Stufe
10) abgekühlt [40, 41].

Immunmagnetische Spermienseparation (MACS) mit
magnetischen Annexin V-MicroBeads (ANMB)
Das MACS-System bestand aus superparamagnetischen
MicroBeads, Trennsäulen und einem Magneten. MicroBeads
sind Partikel aus Eisen-II-Oxid, die in einem Dextrangerüst
eingebettet waren und zur Verhinderung von Sedimentati-
on und Aggregation in einer stabilen, kolloidalen Lösung
vorlagen. Aufgrund ihrer extrem geringen Größe (~50 nm)
war eine mechanische Belastung der Zellen und eine Stö-
rung bei der Flowzytometrie ausgeschlossen. Für die Ex-
perimente wurden Annexin V-MicroBeads (ANMB, Death
Cell Removal Kit, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland) verwendet. Die Trennsäulen bestanden aus
hydrophob und hydrophil beschichteten, miteinander ver-
klebten Eisenkügelchen. Der Magnet des Systems war ge-
sintertes Barium-Neodym mit einem Magnetfeld von 1,5
Tesla in der Säulenmitte, das etwa den in Magnetreso-
nanztomographen verwendeten Stärken entsprach. Nach
Inkubation der Spermiensuspension mit Bindungspuffer
und 100 µl Annexin-MicroBeads wurde die im Magneten
befestigte Trennsäule mit der Spermiensuspension bela-
den, ohne Druck gespült und die Fraktion der ANMB-ne-
gativen Spermien aufgefangen. Anschließend wurde die
Säule aus dem Magnetfeld entfernt und die darin verblie-
benen ANMB-positiven Spermien durch einmaliges Spü-
len unter Druck eluiert.

Messung aktiver Caspasen
Der Nachweis aktivierter Caspasen erfolgte mit einem für
die jeweilige Caspase spezifischen Substrat (Tabelle 1),
das an ein nicht-fluoreszierendes Fluorogen und an einen

Tabelle 1: Selektiver Nachweis aktivierter Caspasen mit fluorogenmarkierten, spezifisch inhibierenden Caspase-Substraten

Caspase Inhibitor: Carboxyfluoresceinderivat (FAM) - Fluoromethylketon (FMK)

Caspase-1 FAM-YVAD-FMK Benzyloxycarbonyl-Tyrosylvalylalanylaspartat-FMK
Caspase-8 FAM-LETD-FMK Benzyloxycarbonyl-Leucylglutamylthreonylaspartat-FMK
Caspase-9 FAM-LEHD-FMK Benzyloxycarbonyl-Leucylglutamylhistidylaspartat-FMK
Caspase-3 FAM-DEVD-FMK Benzyloxycarbonyl-Valylglutamylisoleucylaspartat-FMK
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Enzyminhibitor gekoppelt war. Der Komplex war zell-
permeabel und nicht zytotoxisch (CaspaTagTM Caspase
Activity Kits, Intergen S7303, S7301, S7304 und S7305,
Oxford, UK). Nach Spaltung des Fluorogens Carboxyfluo-
rescein entstand ein fluoreszierendes Präzipitat in der Zelle.
Gleichzeitig blockierte der Enzyminhibitor Fluoromethyl-
keton die CP über eine kovalente Bindung am Reaktions-
zentrum [42, 43]. Das gewaschene Spermienpellet wurde

Abbildung 1:  Aktivierung der Caspasen durch Abtrennung der Prodomäne
und Assoziation zweier dimerer Untereinheiten zur aktiven Heterotetra-
merstruktur, modifiziert nach [17].

Abbildung 2: Die Heterotetramerstruktur aktivierter Caspasen, die roten
Pfeile markieren die katalytischen Zentren, modifiziert nach [20].

in 100 µl des im Kit enthaltenen Waschpuffers resuspen-
diert und mit 10 µl der Testlösung 1 h bei 37° C im Wasser-
bad lichtgeschützt inkubiert. Nach zweimaligem Waschen
der Spermien (5 min, 400 g in 2 ml HEPES-Puffer) erfolgte
ihre flowzytometrische Analyse. Die ermittelten Fluores-
zenzsignale als Folge der spezifischen Bindung und Spal-
tung der Komplexe waren dabei Ausdruck der Caspasen-
aktivität.

Abbildung 3c Abbildung 3d

Abbildung 3a Abbildung 3b

Abbildung 3a–d: Fluoreszenzoptischer Nachweis aktivierter Caspasen 8, 9, 1 und 3 in ejakulierten Spermatozoen.
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FACS-Analyse
Die durch MACS in ANMB-positive- und -negative Sper-
mien getrennten Proben wurden mit dem Flowzytometer
Coulter® Epics® XL™ (Coulter) analysiert. Der Anteil fluo-
reszierender Spermien wurde in einer Zellpopulation von
mindestens 10.000 Zellen mit einem 15 mW Argonlaser
bei 488 nm bestimmt. Als Negativkontrolle dienten gewa-
schene Spermien derselben unbehandelten Spermaprobe.
Die Auswertung der Histogramme erfolgte mit der Soft-
ware Expo32ADC (Coulter).

Computer-aided sperm motion analysis (CASA)
Die Spermatozoenmotilität wurde mit dem System „Mika
Cell Motion Analyzer“ (Version 2.0, Microsoft® Windows®

NT 4.0, Mika Medical GmbH, Montreux, Schweiz) ma-
schinell gemessen. In 5 µl Proben wurden jeweils minde-
stens 100 Spermatozoen aus mindestens 4 verschiedenen
Feldern in der 10 µm tiefen Zählkammer von Strömberg-
Mika analysiert. Es wurden von den ermittelten Parametern
die Geschwindigkeiten über die tatsächlich zurückgelegte
Bahn (VCL = Velocity Curvilinear), die Geschwindigkeit
über eine gemittelte Bahn (VAP = Velocity Average Path)
und die Geschwindigkeit über die direkte Verbindungslinie
vom ersten bis zum letzten Meßpunkt (VSL = Velocity Straight
Line) berücksichtigt. Die Spermien wurden anhand der
VAP in immotile (VAP ≤ 5 µm/s), lokal motile (VAP ≤ 15
µm/s) und motile (VAP > 15 µm/s) Spermien klassifiziert.

Statistik
Die Daten wurden mit der Software Statistica 6.0 für Win-
dows (StatSoft, Inc. Tulsa, OK 74104, USA) statistisch ana-
lysiert und als Mittelwerte und Standardabweichungen
(SD) angegeben. Die Signifikanzprüfung von Unterschie-
den erfolgte entsprechend dem Datentyp und Verteilungs-
muster mit dem t-Test, Wilcoxon- und Mann Whitney
U-Test. P < 0,05 wurde als signifikant betrachtet. Der Stan-
dardfehler (standard error, SE) ist in Box-Plots dargestellt.

Ergebnisse

Aktivierung der Caspasen 8, 9, 1 und 3
Jede der untersuchten Caspasen war aktiviert sowohl in
nativen als auch in kryokonservierten Spermien fluores-
zenzmikroskopisch nachweisbar, aCP 8, 1 und 3 überwie-
gend mit postakrosomaler und aCP9 mit Mittelstück-
Lokalisation (Abb. 3a–d). Der Nachweis von aCP9 im
mitochondrialen Bereich ist gut mit einer Involvierung der
aCP9 bei der mitochondrialen Typ II-Apoptose vereinbar.
Die Kryokonservierung führte zu einer signifikanten Zu-
nahme des Prozentsatzes von Spermien mit Aktivierung
aller Caspasen (15,7 % in nativen vs. 40,8% in kryokon-
servierten Spermien, p < 0,01) (Tab. 2). Parallel hierzu er-
höhte sich der Anteil von Spermien mit gebundenen Anne-
xin V-MicroBeads (ANMB) von 12,1% auf 40,6%. Die

Aktivierungsgrade der einzelnen CPs ließen zwar eine Rei-
hung erkennen (aCP3 > aCP8 > aCP9 > aCP1), die Unter-
schiede waren allerdings nicht signifikant (p > 0,05). Die
Kryokonservierung veränderte diese Reihenfolge nicht,
allerdings führte eine geringere Aktivierung von CP1 zu
signifikanten Unterschieden von aCP1 zu aCP3 und aCP8
(p < 0,001). Die höchste Aktivierung zeigte die CP3 mit
32,6 % aCP3-positiven Spermien gefolgt von 30,5 % aCP8-
positiven, 22,2 % aCP9-positiven und 15,5 % aCP1-positi-
ven Spermien (Tab. 2).

Aktivierung der Caspasen 8, 9, 1 und 3 in ANMB-negati-
ven und ANMB-positiven Spermien-Fraktionen nach An-
nexin V-MACS
Die immunmagnetische Trennung in Abhängigkeit von der
Bindungsfähigkeit von Annexin V-konjugierten MicroBeads
(ANMB) führte zu Subpopulationen mit signifikant unter-
schiedlichen Caspase-Aktivierungsgraden (Abb. 4). Im Ver-
gleich zur unseparierten Probe war der Prozentsatz von
nativen Spermien mit aCP8, aCP9, aCP1 und aCP3 in der
ANMB-negativen Fraktion deutlich reduziert (p < 0,01)
aber in der ANMB-positiven Fraktion angereichert (p <
0,01). Der Trenneffekt war in den nativen Spermien für die
aCP8 und aCP9 höher als für die aCP1 und aCP3, der Un-
terschied war jedoch immer signifikant (p < 0,01) (Tab. 2).
In den kryokonservierten Proben wurden dagegen alle
Spermien mit aktivierten Caspasen ohne signifikante Un-
terschiede untereinander (p > 0,05) durch MACS auf fast
ein Viertel reduziert (p < 0,01) (Tab. 2). In der ANMB-nega-
tiven Fraktion der nativen und kryokonservierten Spermien
dominierte der Anteil von aCP3-positiven Spermien (aCP3
vs. aCP8 und aCP9; p < 0,05) und in der ANMB-positiven
Fraktion der Spermienanteil mit aCP9 (aCP9 vs. aCP1 und
aCP3; p < 0,01). Die CP1 war in allen Spermienpopulatio-
nen immer am geringsten aktiviert (aCP1 vs. aCP3, 8, 9; p
< 0,01) (Tab. 3). Der Prozentanteil der Spermien mit aCP8,
aCP9, aCP1 und aCP3 änderte sich in der ANMB-negati-
ven Fraktion durch die Kryokonservierung nicht signifikant
(p > 0,05). Im Gegensatz dazu erhöhte sich in der ANMB-
positiven Fraktion der Anteil von Spermien mit aCP8, 9, 1
und 3 nach Kryokonservierung signifikant gegenüber den
Nativspermien (p < 0,01) (Tab. 2). Dies spricht für einen
Zusammenhang zwischen Membranschädigung und Akti-
vierung von CP.

Relation der intrazellulären Aktivierung von Caspasen
zum Verlust der Membranasymmetrie
Bisher konnte nicht beantwortet werden, inwiefern die
Aktivierung von CP im Rahmen der Kryokonservierung
durch Membranschäden erfolgt oder ob es sich um einen
unabhängigen Mechanismus handelt. Im folgenden wurde
daher untersucht, mit welcher Wahrscheinlichkeit Spermi-
en mit aCP auch membrangeschädigt, d. h. ANMB-positiv,
sind. Der statistische Zusammenhang zwischen der Akti-

Tabelle 2: Prozentsatz von Spermatozoen mit aktivierten Caspasen (aCP) vor und nach Annexin V-MACS-Separation in den ANMB-negativen und
ANMB-positiven Spermien, Mittelwert ± Standardabweichung, MACS: immunmagnetische Zellseparation, ANMB: superparamagnetische Annexin V-
konjugierte Mikrobeads

Aktivierte Spermien ANMB-positive Spermien Spermien mit aCP Spermien mit aCP in der Spermien mit aCP in der
Caspase vor MACS [%] vor MACS [%] ANMB-negativen Fraktion [%] ANMB-positiven Fraktion [%]

aCP8 nativ 10,7 ± 4,3 16,0 ± 3,8 10,3 ± 2,2 65,3 ± 6,9
kryokonserviert 49,2 ± 11,6 46,5 ± 9,6 9,5 ± 2,9 83,5 ± 5,4

aCP9 nativ 12,3 ± 10,2 14,9 ± 6,5 7,4 ± 3,3 68,3 ± 5,6
kryokonserviert 32,3 ± 19,2 36,9 ± 16,8 10,8 ± 5,9 92,4 ± 2,0

aCP1 nativ 12,2 ± 5,1 13,8 ± 6,3 9,3 ± 6,1 48,1 ± 5,8
kryokonserviert 31,5 ± 2,5 29,3 ± 5,8 8,9 ± 5,3 73,6 ± 7,8

aCP3 nativ 13,1 ± 5,1 18,1 ± 7,5 13,2 ± 6,7 50,8 ± 9,9
kryokonserviert 49,7 ± 11,5 50,7 ± 5,9 14,3 ± 6,2 86,7 ± 4,3
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vierung der einzelnen Caspasen und der Externalisierung
von Phosphatidylserin wurde anhand der zur Basis 2 log-
arithmierten (log2) Odds Ratio (LOR) bewertet: LOR =
(ln[OR = (richtig Positive x richtig Negative) / falsch Positive
x falsch Negative)]/ln(2)). Das Logarithmieren transformiert
das in der Stichprobe beobachtete OR in eine annähernd
normalverteilte Zufallsgröße. Der anstelle eines natürlichen
Logarithmus (ln) benutzte log2 erleichtert die Interpretation:
eine Zunahme des log2OR um 1 bedeutet eine Verdopp-
lung des OR (statt des Faktors 2,72 bei der Berechnung mit
dem natürlichen Logarithmus). Im folgenden gibt das OR
den Faktor an, um den die Chance von Spermien mit aCP
im Vergleich zu Spermien ohne Caspase-Aktivierung grö-
ßer ist, ANMB-positiv zu sein. Differenzen zwischen den
log2OR in nativen und kryokonservierten Spermatozoen
wurden mit dem t-Test für gepaarte Stichproben unter-
sucht. Der Zusammenhang zwischen Aktivierung eines
CP-Subtyps und einer Bindung von Annexin V an der ge-
schädigten Membran war sowohl in nativen als auch in
kryokonservierten Proben für die aCP9 am stärksten und
für die aCP3 am geringsten ausgeprägt (p < 0,01). Im Rah-
men der Kryokonservierung erhöht sich die Chance für
Spermien mit aktivierten Caspasen 8, 9, 1 und 3 signifikant,
ANMB-positiv zu sein, verglichen mit Spermien ohne akti-
vierte CP (Tab. 4, Abb. 5).

Der positive Vorhersagewert wurde zusätzlich ermit-
telt: positive Prädiktion = richtig Positive x (richtig Positive
+ falsch Positive). Es unterschieden sich die Rangfolgen für
die nativen Spermatozoen kaum (aCP9 > aCP1 > aCP8 >
aCP3; p > 0,05) (Tab. 5). Nach der Kryokonservierung wur-
de eine andere Rangfolge als die für die LOR ermittelt:
aCP8 > aCP3 > aCP1 > aCP9 (p > 0,05).

Korrelation des Ausmaßes aktivierter Caspasen 8, 9, 1
und 3 zur Spermien-Motilität
Unabhängig von den Caspase-Inhibitoren waren die Pro-
zentanteile progressiv motiler Spermatozoen und ihre Ab-
solutgeschwindigkeiten in den Proben nach der Kryokon-
servierung signifikant reduziert (p < 0,01). Die beiden
durch MACS separierten ANMB-negativen und ANMB-po-
sitiven Spermien-Subpopulationen zeigten ebenfalls nach
Kryokonservierung signifikant reduzierte Motilitätspara-
meter (p < 0,01) (Tab. 6). Die weitere Abnahme der Motili-
tät in der ANMB-negativen Fraktion  nach Inkubation mit
dem Caspase-Inhibitor ist auf das Zentrifugieren zurück-
zuführen, das bei der Caspasen-Bestimmung erforderlich

ist. Es ließ sich weder in nativen noch in kryokonservierten
Spermien eine signifikante Korrelation zwischen dem Pro-
zentanteil von Spermien mit aktiver Caspase 8, 9, 1 und 3
und den Motilitätsparametern errechnen.

Diskussion

In Subpopulationen von ejakulierten Spermien mit unter-
schiedlicher Membranintegrität wurden erstmals aktive

Tabelle 3: Prozentanteile der Spermien mit aktivierten Caspasen 8, 9, 1
und 3 in den Spermien-Subpopulationen nach Annexin V-MACS;
Wilcoxon-Test für nichtparametrische, abhängige Stichproben; Angabe
der signifikanten p-Werte.

ANMB-negativ ANMB-positiv
nativ kryokonserviert nativ kryokonserviert

CP8 vs. CP9 0,005
CP8 vs. CP1 0,005 0,022
CP8 vs. CP3 0,028 0,005
CP9 vs. CP1 0,005 0,005
CP9 vs. CP3 0,037 0,007 0,013
CP1 vs. CP3 0,005

Tabelle 4: Das log2Odd ratio (OR, Mittelwert ± SD) der aCP 8, 9, 1 und 3
zeigt den Faktor an, um den die Chance von Spermien mit aCP im Ver-
gleich zu Spermien ohne aCP größer ist, ANMB-positiv zu sein. Die Zu-
nahme des log2OR um 1 bedeutet eine Verdopplung des OR. Differenzen
zwischen den log2OR in nativen und kryokonservierten Spermatozoen
wurden mit dem t-Test für gepaarte Stichproben untersucht.

Caspasen log2OR, log2OR, ∆∆∆∆∆ log2OR p
native Spermien kryokons. Spermien

aCP8 4,1 ± 0,6 5,7 ± 0,7 1,6 0,001
aCP9 4,9 ± 0,7 7,0 ± 1,4 2,1 0,002
aCP1 3,6 ± 1,5 5,2 ± 1,1 1,7 0,037
aCP3 2,9 ± 0,5 5,5 ± 0,8 2,6 0,001

Tabelle 5: Prädiktion (Mittelwert ± SD) von Spermien mit aCP 8, 9, 1 und
3 auch ANMB-positiv zu sein; Prüfung der Differenzen mit t-Test für ge-
paarte Proben.

Caspasen Positive Positive ∆∆∆∆∆ Positive     p
Prädiktion Prädiktion Prädiktion
native kryokonservierte
Spermien Spermien

aCP8 41,7 ± 9,2 88,1 ± 8,3 44,6 0,001
aCP9 51,9 ± 21,2 78,4 ± 13,6 26,5 0,001
aCP1 44,2 ± 19,4 80,5 ± 9,5 36,5 0,001
aCP3 37,1 ± 13,3 84,0 ± 10,4 46,9 0,001

Tabelle 6: Motilitätsparameter progressiv motiler Spermatozoen (CASA) in der unseparierten und in den mittels Annexin V MACS generierten
Subpopulationen nativer und kryokonservierter Spermatozoen (MW ± SD)

Progressiv motile nativ kryokonserviert
Spermien % VSL [µm/s] VAP [µm/s] VCL [µm/s] % VSL [µm/s] VAP [µm/s] VCL [µm/s]

Caspase 8
Unsepariert 58,2 ± 9,4 19,0 ± 2,8 31,7 ± 4,4 46,5 ± 7,8 15,6 ± 8,6 17,6 ± 4,3 26,4 ± 3,6 43,3 ± 7,1
ANMB-negativ 27,5 ± 14,6 11,0 ± 2,0 24,2 ± 3,0 41,8 ± 5,9 5,8 ± 5,8 14,5 ± 5,8 22,6 ± 5,2 62,1 ± 29,3
ANMB-positiv 0,4 ± 0,7 1,0 ± 2,9 2,6 ± 5,5 9,4 ± 20,4 0,0 0,0 0,0 0,0

Caspase 9
Unsepariert 54,0 ± 14,9 27,1 ± 7,0 42,9 ± 8,6 65,4 ± 17,8 10,1 ± 5,0 28,0 ± 10,0 34,0 ± 9,1 50,2 ± 12,7
ANMB-negativ 14,0 ± 5,5 14,5 ± 4,2 24,4 ± 4,3 51,8 ± 12,5 2,4 ± 1,7 14,8 ± 13,2 18,6 ± 13,7 41,6 ± 32,4
ANMB-positiv 0,3 ± 0,6 1,1 ± 3,1 3,6 ± 7,9 11,9 ± 25,4 0,0 0,0 0,0 0,0

Caspase 1
Unsepariert 61,3 ± 14,1 33,1 ± 6,3 43,1 ± 5,4 64,3 ± 9,1 17,8 ± 13,6 24,1 ± 6,2 31,1 ± 6,1 50,1 ± 8,7
ANMB-negativ 25,0 ± 13,4 16,2 ± 4,9 25,3 ± 7,3 44,2 ± 16,0 7,2 ± 3,5 11,3 ± 6,7 18,7 ± 8,2 48,0 ± 26,9
ANMB-positiv 0,5 ± 1,1 3,4 ± 8,0 5,0 ± 10,5 9,3 ± 19,6 0,0 0,0 0,0 0,0

Caspase 3
Unsepariert 63,8 ± 15,0 32,2 ± 5,4 43,2 ± 6,0 66,9 ± 11,1 16,1 ± 6,3 25,1 ± 6,5 32,3 ± 5,6 57,6 ± 6,9
ANMB-negativ 29,5 ± 22,1 18,5 ± 4,1 26,7 ± 5,0 44,0 ± 9,6 6,0 ± 6,4 15,2 ± 8,0 21,4 ± 10,8 65,0 ± 63,8
ANMB-positiv 0,5 ± 0,8 2,8 ± 4,8 6,8 ± 11,3 14,2 ± 23,4 0,0 0,0 0,0 0,0



J. FERTIL. REPROD. 2/200328

Caspasen (CP) beschrieben. Diese CP initiieren in Kombi-
nation mit der gemeinsam genutzten Effektor-Caspase 3
sowohl die Typ I- (CP8) als auch die Typ II- (CP9) Apoptose
[44]. Die Kryokonservierung führte zu einer signifikanten
Aktivierung dieser Enzyme. Die Trennung der Spermien in
Abhängigkeit von ihrer Membranintegrität führte zu einer
signifikanten Depletion von Spermien mit aktivierter apo-
ptotischer Signalkaskade, sowohl in nativen als auch in
kryokonservierten Spermiensuspensionen. Aufgrund des
sehr weiten Substratspektrums der terminalen Caspase 3
in den Spermien ist eine Beeinflussung der fertilen Potenz
des Spermatozoons nach Aktivierung zu vermuten. Die
CP1 mit Funktionen bei Entzündungsreaktionen und der
p53-vermittelten Apoptose war von allen untersuchten CP
am wenigsten aktiv. Die Immuntopographie zeigte einen
engen Bezug zur Funktion der Caspasen. CP9 als Initiator
der mitochondrialen Typ II-Apoptose war mitochondrial
lokalisiert und alle anderen CP postakrosomal.

Mit dem Nachweis dieser aktiven Enzyme der Apopto-
se-Signalwege in Subpopulationen von ejakulierten Sper-
matozoen ergibt sich die Frage nach deren funktioneller
Bedeutung. Die Apoptose ist ein energieabhängiger akti-
ver Prozeß, der auf bestimmte Signale hin ausgelöst wird.
Relativ einfach lassen sich membran-assoziierte Apoptose-
Signale erfassen. Deshalb wurden membranintakte Sper-
mien von Spermien mit externalisiertem Phosphatidylserin
oder beeinträchtigter Membranintegrität mittels immuno-
magnetischer Annexin V-Zellseparation getrennt [13]. In
Abhängigkeit von der Bindung des Annexin V wurde so-
wohl in frischen als auch in kryokonservierten Proben eine
signifikante Trennung der Spermien in Fraktionen mit ge-
ringer und hoher Caspase-Aktivität erreicht. In der ANMB-
negativen Fraktion befanden sich die Spermien mit gerin-
ger Caspase-Aktivierung, während in der ANMB-positiven
Fraktion Spermien mit aktivierten Caspasen angereichert
wurden (p < 0,01). Insgesamt korrelierte die Annexin V-
Bindung der Spermien signifikant positiv mit dem Aktivie-
rungsgrad der Caspasen.

Die Kryokonservierung führte analog zu den Untersu-
chungsergebnissen mit einem Pan-Caspase-Inhibitor [12]
zu einer Zunahme des Prozentanteiles von Spermien mit
aCP8, aCP9, aCP1 und aCP3. Die ANMB-negative Fraktion
wies jedoch im Gegensatz zur ANMB-positiven Fraktion
immer hochsignifikant geringere Spermienzahlen mit akti-
vierten Caspasen auf. Die Integrität der Spermatozoen-
membran erwies sich damit als Voraussetzung für eine
inaktive Signalkaskade. Die Untersuchungen zeigen eben-
falls zum ersten Mal die Verflechtung molekularer Verän-
derungen im Spermium und den in der Routinediagnostik
erfaßten Parameter. Die Beziehung zwischen Membran-
integrität und Aktivierung von Caspasen wurde mittels
log2OR und der positiven Prädiktion gesichert. Nach der
Kryokonservierung stiegen beide Parameter signifikant ge-
genüber dem Ausgangswert an. Der Verlust der Membran-
Asymmetrie in den ANMB-positiven Spermien nach dem
Auftauen war am häufigsten mit einer Aktivierung der CP9
und einem Motilitätsverlust kombiniert. Jedoch wurde
auch die nachgeschaltete CP3 im aktiven Zustand in die-
sen Spermien gefunden. Es ist somit von einer Aktivierung
der gesamten Signalkaskade in Teilpopulationen von Sper-
matozoen nach einer Kryokonservierung auszugehen. In-
teressanterweise war aCP3 in einem geringen Prozentan-
teil der Spermien mit intakter Membran ohne EPS
nachweisbar. Neuere Untersuchungen zur Regulation der
Caspasen zeigten einen von der aCP3 ausgehenden Auto-
amplifikations-Mechanismus [45], der aCP3 zur vollstän-

digen Aktivierung von CP8 erfordert [46]. Damit verfügen
die ejakulierten Spermien über das notwendige Inventar
zur Signalstransduktion bei der Apoptose. Die komplette
Aktivierung bedarf jedoch äußerer und/oder innerer Sti-
muli [47].

Akquiriert werden diese Enzyme wahrscheinlich wäh-
rend der Spermatogenese. Mit zunehmender Ausreifung
könnte eine Deaktivierung erfolgen. Eine unzureichende
Ausreifung, d.h. fehlerhaftes zytoplasmatisches und nukle-
äres Remodelling oder Reaktivierung, könnten dann der
Ausgangspunkt für eine Aktivierung der Enzyme mit weit-
reichenden Konsequenzen für die fertile Kapazität sein.
Die Präsenz von Elementen  des Typ I-Weges über aCP8
im Zytosol wie auch des Typ II-Signalweges über aCP9 am
Mitochondrium und der gemeinsamen Endstrecke über
CP3 ermöglicht theoretisch unterschiedliche Störungen
der Spermienfunktionen. Inwieweit CP3 tatsächlich die
dicht gepackte DNA eines ejakulierten Spermatozoons
fragmentieren und zu einer Verminderung der Fertilisie-
rungsraten führen kann, ist noch unklar [48]. Caspase 3
spaltet aber eine solche Vielzahl von Substraten (250
nachgewiesen, bis 400 vermutet), daß von weitreichenden
Konsequenzen im Falle einer Aktivierung ausgegangen
werden muß, z. B. verminderten DNA-Fragmentationen in
Spermien die Fertilisierungsraten in der IVF [6] und ICSI
[7]. Der Zusammenhang zwischen Membranintegrität und
Aktivierung apoptotischer Signalkaskaden läßt neue An-

Abbildung 4: Prozentualer Anteil nativer und kryokonservierter Spermien
mit aktiven Caspasen 8, 9, 1 und 3 vor der immunmagnetischen Zell-
separation (MACS).

Abbildung 5: Das log2OR und die positive Prädiktion der CP 8, 9, 1 und 3
von nativen und kryokonservierten Spermien, t-Test für gepaarte Stichpro-
ben, Differenzen zu den kryokonservierten Proben signifikant **p < 0,01,
*p < 0,05.
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sätze zur Verbesserung der Erfolgsraten in der assistierten
Reproduktion erwarten, indem Annexin V bindende Sper-
mien aus einem Ejakulat entfernt werden. Es ist dabei von
Vorteil, daß nur die zu eliminierenden Spermien die Ma-
gnetbeads binden. Weiterhin erklären diese Untersu-
chungsergebnisse die reduzierte Fertilitätskapazität kryo-
konservierter Spermien.
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