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Aktivierung von Apoptose-Signalkaskaden in
ejakulierten Spermatozoen: ein biologischer
Faktor der méannlichen Infertilitit
U. Paasch, S. Grunewald, H.-J. Glander

Der als Apoptose benannte, universell in nahezu allen Kérperzellen ausfihrbare, programmierte Zelltod (PCD) ist durch charakteristische Veran-
derungen der betreffenden Zelle und nachfolgende Phagozytose im Zellverband gekennzeichnet. Caspasen (CP, Cysteinyl-Aspartat-spezifische
Proteinasen) sind Proteasen, die in ihrem aktiven Zentrum die Aminosaure Cystein enthalten und Proteine nach der Aminosdure Aspartat spalten.
Sie spielen auch bei der durch den PCD gesteuerten Ausreifung des humanen Germinalepithels die zentrale Rolle in der Transduktion der
apoptotischen Signale. In Abhéngigkeit ihrer Reife und der Integritit der Plasmamembran finden sich in ejakulierten Spermatozoen sowohl inak-
tive als auch aktivierte Caspasen. Funktionell unterscheidet man zwischen Initiatorcaspasen, die am Anfang der Signalkette z. B. Todesrezeptoren
nachgeschaltet sind, und Effektorcaspasen, die das Todessignal terminal umsetzen. Die staffelférmige Aktivierung der Caspasen (aCP) erfolgt
durch Proteolyse inaktiver Pro-Caspasen (pCP, Zymogene). Bisher sind 14 Vertreter dieser Enzymfamilie in menschlichen Zellen bekannt. Mehr als
250 verschiedene Zellsubstrate werden von CP-3 degradiert, die die entscheidende Rolle in der terminalen Exekution des Todessignales spielt. Die
Universalitit des Todesprogrammes erfordert zum Erhalt der Gewebshomdéostase eine sehr fein ausbalancierte Kontrolle auf molekularer Ebene,
reguliert durch endokrine, physikalische und biochemische Faktoren. Im Germinalepithel erméglicht die Aktivierung und exakte Regulation der
Caspasen die Steuerung der Reifung méannlicher Gameten. Stérungen dieses Maturationsprozesses fihren u. a. zu DNA-Fragmentationen, zu
morphologisch unreifen Spermatozoen mit zytoplasmatischen Droplets oder auch zu eingeschrankter Funktion beim ejakulierten Spermatozoon.
Neue Einblicke in die molekulare Steuerung der Differenzierung des Germinalepithels werden die Entwicklung des physiologischen Verstandnis-
ses und pathophysiologischer Konzepte stimulieren. Caspasen spielen auch bei der immunologischen Infertilitit, der Varikozele und bei der
Hodentorsion eine wesentliche Rolle. Die zielgerichtete Blockade oder Stimulation der apoptotischen Signaltransduktion wird es auBerdem
ermoglichen, innovative Ansatzpunkte zur Kontrazeption bzw. Therapie der Infertilitat zu entwickeln.

Schliisselworter: Apoptose, Caspasen, Infertilitit, humane Spermatozoen

Role of Apoptosis Signal Transduction in Male Infertility. Apoptosis is characterised by a variety of changes resulting in the recognition and
phagocytosis of apoptotic cells. Caspases (cysteinyl aspartate-specific proteinases) play a central role in the regulation of apoptosis in the human
seminiferous epithelium. They are expressed as inactive proenzymes and participate in a cascade triggered in response to pro-apoptotic signals. To
date, 14 caspases have been implicated in the human apoptotic pathway cascade. Among these, caspase-3 is considered to be a major execu-
tioner protease. Caspases are known not only to interact with each other but they may also connect different signaling systems. The role of
subtypes of caspases and pathways used in ejaculated sperm as well as their impact on physiological phenomena such as capacitation still remains
a subject of controversy. Recent results underline that there is no functional relevance of Fas in mediating caspase activation in human ejaculated
spermatozoa. While spermatozoal mitochondria are highly susceptible to specific agonists of apoptosis such as betulinic acid via caspase activa-
tion, ROS-induced apoptosis appears to be caspase-independent. Since apoptosis is a universal suicide system in almost all cells, a close control
via molecular, endocrinal and physical factors establishes homeostasis of cell growth and death. The proper regulation of the caspase cascade
plays an important role in sperm differentiation and testicular maturity. However, caspases have been implicated in the pathogenesis of multiple
andrological pathologies such as impaired spermatogenesis, decreased sperm motility and increased levels of sperm DNA fragmentation, testicu-
lar torsion, varicocele and immunological infertility. Future research may provide a better understanding of the regulation of caspases, which may
help us manipulate the apoptotic machinery for therapeutic benefits. In this review, we summarise the consequences of caspase activation, aiming
to clarify their role in the pathogenesis of male infertility. ] Reproduktionsmed Endokrinol 2005; 2 (3): 136-47.

Key words: apoptosis, caspases, male infertility, human sperm

er als Apoptose (apo = ab, weg, los; ptosis = Sen-  Uber diese Art des Zelltodes berichtet [2]. Im Laufe von
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kung; stammt aus dem Griechischen und beschreibt
den Fall der Blatter im Herbst) bezeichnete programmier-
te Zelltod (programmed cell death, PCD) ist ein zur voll-
standigen Elimination einer Zelle fiihrendes ,Selbstmord-
programm®.

Der Zelltod an sich wurde sehr lange als ein grundséatz-
lich negatives Ereignis fir den Organismus betrachtet,
obwohl bereits im vorigen Jahrhundert Histologen auf
diese Art der Eliminierung einzelner Zellen im Rahmen
der Organentwicklung stieRen, sie als Karyorrhexis, Karyo-
pyknose oder Karyolysis beschrieben und damit frihzei-
tig vom Unfalltod, der Nekrose, abgrenzten.

Nachdem der aus GieBen stammende Carl Vogt 1842 [1]
im politischen Exil in Neuchatel (Schweiz) erste Untersu-
chungen zum Zelltod publiziert hatte, wurde in Deutsch-
land zuerst aus Kiel (W. Flemming, ca. 1890) und Leipzig

knapp 50 Jahren entstanden in der Heimat Helms die
Halfte der ein Dutzend zdhlenden Publikationen zum
Thema [3].

Nach der detaillierten Beschreibung der morphologi-
schen Verdanderungen wéhrend der Apoptose durch die
Pathologen Kerr, Currie und Wyllie der Universitat Edin-
burgh in den Jahren 1971 bis 1972 [4, 5] wurde die phy-
siologische Zellelimination als eigenstandige und gene-
tisch kontrollierte Form des Zelltods erkannt, hierfiir der
Begriff Apoptose gepréagt und als biologisches Konzept
der Mitose gegentibergestellt. Heute ist bekannt, dafl das
universelle Todesprogramm in fast allen Koperzellen
aktivierbar ist und beim Menschen die Homoostase von
Germinal- und Sertoli-Zellen kontrolliert.

Der PCD wird morphologisch an somatischen Zellen
durch Kondensation und Fragmentation des Chromatins,
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die Schrumpfung zelluldrer Organellen, die Dilatation
des endoplasmatischen Retikulums und eine allgemeine
Zeiose einhergehend mit Alterationen der Zellmembran
sichtbar. Final wird die in Apoptose befindliche Zelle als
solche von Nachbarzellen erkannt, die die residualen Be-
standteile phagozytieren. Eine Entziindungsreaktion bleibt
immer aus [6].

Zahlreiche Studien belegen eindrucksvoll die zentrale Rolle
der Caspasen (cysteinyl aspartate-specific proteinases, CP),
zytosolische Proteasen mit Aspartatspezifitat, bei der Trans-
duktion und Exekution des PCD. Zahlreiche Varianten
dieser Enzyme mit unterschiedlicher Substratspezifitat ar-
rangieren sich zu einer Signalkette, um aus einem Todes-
signal einen unumkehrbaren ProzeB zu formen.

Eingeleitet werden kann die Apoptose durch Bindung spe-
zifischer Liganden an membranstandige Todesrezeptoren,
charakteristische Verdanderungen am Mitochondrium,
zelluldren Strel8, vermittelt durch z. B. reaktive Sauer-
stoffspezies (reactive oxygen species, ROS), Dysbalance
der Kalziumhomoostase oder aber vermittels einer Quer-
vernetzung (Cross-talk) mit anderen Signalsystemen (Calpa-
statin-Calpain-System) [7].

Die vorliegende Arbeit gibt einen Uberblick iiber den
Stand wesentlicher Erkenntnisse zu den Mechanismen
der Aktivierung von Apoptosesignalen in ejakulierten
Spermatozoen. Mogliche Bedeutungen der Caspaseakti-
vierung in der Pathogenese der méannlichen Infertilitat
werden im Kontext von DNA-Fragmentation, Membran-
schadigungen und Storungen mitochondrialer Funktio-
nen ejakulierter Spermatozoen aufgezeigt.

Caspasen sind die zentralen Elemente
der Apoptose

Das Hauptsystem der apoptotischen Signaltransduktion
und -exekution sind die infolge ihrer Substratspezifitat
zu einer hierarchischen Kaskade arrangierten Caspasen.
Caspasen werden als weitgehend

Die CP bilden tberwiegend eine Familie hochspezifi-
scher Heterotetramere mit zwei katalytischen Zentren.
Entsprechend der zeitlichen Reihenfolge ihrer Publika-
tion erfolgte die Numerierung. Zu Beginn wurde das ICE
(interleukin 1B-converting enzyme) entdeckt, welches
heute als CP-1 bezeichnet wird [13].

Der Zusammenhang zwischen Caspasen und dem PCD
wurde auf molekularer Ebene vermittels Studien der
Nematode Caenorhabditis elegans hergestellt [14]. Mehr
als 12 Gene sind bei diesem Wurm wahrend der Entwick-
lung am Tod und an der Elimination von 131 der 1090
Zellen beteiligt [15]. Fur jedes dieser Caenorhabditis-
elegans-Gene wurden Analoga bei Siaugern gefunden
[16].

Konstitutiv und ubiquitdr als Zymogen bzw. Proenzym
(30-50 kDa) synthetisiert, bestehen sie aus einer variab-
len Prodoméne, einer grollen (20 kDa) und einer kleinen
Untereinheit (10 kDa). Die Heterotetramerstruktur akti-
vierter Caspasen entsteht durch Abtrennung der Prodo-
méane und Zusammenlegen von zwei mal zwei Unterein-
heiten mit zwei unabhangig funktionierenden katalyti-
schen Einheiten [17].

Hinsichtlich ihrer Funktion unterscheidet man Initiator-
caspasen (CP-8, -9 und -10), die mit speziellen Adapter-
proteinen interagieren (DED: death effector domain;
CARD: caspase recruitment domain), von Effektorcaspa-
sen (CP-3, -6 und -7; Tab. 1) [18]. Erstere leiten initiale
proapoptotische Stimuli durch Spaltung und Aktivierung
untergeordneter Caspasen im Sinne einer Signalkaskade
weiter. Die Initiatorcaspase-8 initiiert Giberwiegend die
Signaltransduktion im rezeptorvermittelten Typ-1-Weg,
wahrend CP-9 fiur die mitochondriale Apoptose (Typ II)
und CP-12 fir die Vermittlung durch zelluldren Stref
(Typ 1) erforderlich sind [19]. CP-3 ist die wichtigste der
Effektorcaspasen, ihre Aktivierung markiert unumstoR-
lich den Tod der Zelle, sobald eine kritische Masse akti-
vierten Enzymes in der Zelle vorliegt [20]. Wahrend der

inaktive Zymogene oder Pro-Caspa-

sen (pCP) exprimiert und im Verlauf N-Peptid

GrofRe Untereinheit Kleine Untereinheit

der Signalvermittlung durch selekti-

ve Proteolyse oder Autoaktivierung

@ED DED
aktiviert (aCP; Abb. 1).

e

Obwohl die Mehrheit dieser Protea-
sen im Zytoplasma lokalisiert ist, fin-
den sich solche Enzyme auch an der
Kernmembran, im Kern, am Golgi-
Apparat (CP-12) oder an den Mito-
chondrien (CP-9, -3 und -2) [9]. Die

Limitierte Proteolyse
bei Aktivierung

99999

& 7 D

Katalytiéche Zentren

Selektivitdt der Aktivierungskaskade ‘% """""""""""""""""""""""""""""""
ergibt sich infolge der spezifischen 4
Peptidmotive, die alle Enzyme er-
allt i Prssssiiisiiines:
kgnnen [10].k Fallt'ln de(r}I Kaskade $3esssins $333
eine CP aus, kann eine andere erset- Limitierte Proteolyse
zend eingreifen [11]. bei Aktivierung
Die Weitergabe des Signals durch TN 3 = ——{DED DED()
bereits aktivierte Caspasen kann . e i )

durch Aktivatoren und Inhibitoren
moduliert, beschleunigt oder abge-

Kleine Untereinheit

GroBe Untereinheit N-Peptid

stoppt werden [12]. Derzeit sind 14
Mitglieder der Caspasenfamilie beim
Menschen bekannt. Caspase-3 nimmt
die zentrale Rolle als terminale Effek-
torcaspase ein.

Abbildung 1: Eine Aktivierung der Caspasen erfolgt in der Mehrzahl der Familienmitglieder dieser
Enzyme via Abtrennung der Prodomidne mittels limitierter Proteolyse. Diese wird infolge
proapoptotischer Signale gestartet. Die nachfolgende Assoziation zweier dimerer Untereinheiten
(je eine groBe und eine kleine Untereinheit) zur aktiven Heterotetramerstruktur mit zwei kataly-
tischen Zentren fiihrt zum vollstandig aktivierten Enzym. Stark vereinfachtes Modell, verandert
nach [8]. DED: Death Effector Domain
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terminalen Exekution werden zahlreiche wichtige Zell-
strukturproteine und Reparaturenzyme der DNA und die-
se selbst abgebaut (z. B. PARP, Lamin B, Histon H1).

Die Substratspaltung fiihrt letztlich zur Unterbrechung
von Signaltbertragungen, Inhibition der Genexpression,
Arretierung des Zellzyklus, zum Verlust von DNA-Repa-
raturfunktionen, zur Fragmentierung chromosomaler DNA
und schlieflich zum Abbau nukledrer und zytoplasmatischer
Strukturproteine und damit zu den typischen morphologi-
schen Merkmalen apoptotischer Zellen.

Die Blockade oder Aktivierung von CP waren die ersten
Ansatzpunkte potentieller therapeutischer Interventionen
[21]. Tierexperimentelle Studien belegen die protektive
Bedeutung von Caspaseinhibitoren beim Herzinfarkt,
beim neuronalen Zelltod, bei rheumatischen Erkrankun-
gen oder bei der Organtransplantation, wéhrend die In-
duktion der blockierten Apoptose Ziel der experimentel-
len Tumortherapie ist [22]. Entsprechende Untersuchun-
gen am Germinalepithel waren ebenfalls erfolgreich [23].

Aktivierungswege der Caspasekaskade

Initiatorcaspasen werden zundchst durch Protein-Pro-
tein-Interaktionen aktiviert. Die Signalwege miinden
dann nach Uberwindung zahlreicher Sicherungsmecha-
nismen in einen terminalen Exekutionsmechanismus, der
Aktivierung von Effektorenzymen, die ihrerseits unum-
kehrbar den Zelltod einleiten (Abb. 2).

Tabelle 1: Wesentliche funktionelle Zuordnung der Caspasesubtypen und die dazugehérigen

Proteininteraktionsstrukturen ihrer Prodomanen

Aktivierung durch Todesrezeptoren

Dieser Signalweg wird durch eine Familie membranstan-
diger Todesrezeptoren vermittelt. Sie transmittieren ein
von aullen kommendes zytotoxisches Signal in einem tri-
phasischen Prozefs [24]. Nach Aktivierung einer Initiator-
caspase via Todesrezeptor erfolgt Giberwiegend die vari-
able mitochondriale Amplifikation und final die Aktivie-
rung der Effektorcaspasen [25].

Aktiviert werden die membranstiandigen Todesrezepto-
ren der TNF-(Tumor-Nekrose-Faktor)-Rezeptorfamilie wie
Fas (Synonyme: CD95, APO-1), TNF-Rezeptor und DR3-
6 durch spezifische Liganden (FasL, TNF-o. und TNF-rela-
ted apoptosis-inducing ligand — TRAIL).

Die Bindung dieser Liganden an ihren entsprechenden
Rezeptor fiihrt nach Rekrutierung der spezifischen Adap-
termolekile zur Aktivierung der Initiatorcaspasen-8 oder
-10 [26].

Fas enthdlt im zytoplasmatischen Teil eine konser-
vierte Proteindomine (,death domain”, DD), die nach
der Trimerisierung von Fas durch Bindung von FasL eine
Ankopplung des Adaptermolekiils FADD (Fas-associat-
ed protein with (death domain) erméglicht [27]. FADD
weist ebenso wie der Rezeptor eine DD auf, mit der es
an die komplementare DD des Rezeptors bindet. Zu-
satzlich verfiigt es Uber eine DED (death effector
domain), die Pro-Caspase-8 via homophiler DED-DED-
Bindung rekrutiert und in die aktive Form UGberfiihren
kann [28].

Der Komplex aus Liganden, Rezep-
toren und Adaptermolekilen wird

Funktion Caspasesubtyp

Prodomine und Adapterelement

als DISC (death-inducing signaling
complex) zusammengefalst, an dem

Initiatorcaspasen Caspase-8, -9, -10

lang: DED (-8, -10) oder CARD (-2, -9)

grolle Mengen aktiver Caspase-8 in-
nerhalb von Sekunden generiert wer-

Effektorcaspasen Caspase-3, -6, -7 kurz: ohne DED oder CARD d . . R
en konnen. Daraus resultiert eine
Zytokinprozessoren Caspase-1, -4, -5, -11, -14 lang: CARD effiziente Aktivierung der Effektor-

caspasen [29].
Zunichst wurde angenommen, dafd
Externe Interne die Fas/FasL-mediierte Apoptose des
proapoptotische proapoptotische mannlichen Germinalepithels we-
Signale Signale sentlich zur Homdostase von Sertoli-
Initiator Initiator Zellen und der von ihnen betreuten
l Germinalzellen beitragt [30-33].
co-g Spatere Studien belegen jedoch, daf§
& ») dieses System bei Applikation ver-
—~ schiedener apoptotischer Stimuli nicht
Initiator Initiator

Pro-Caspase A

Effector
Pro-Caspase

<. |

Substrate

Apoptose

Pro-Caspase B

Effektor
Caspase

zu einer Erhohung der Apoptoserate
fuhrt [34, 35]. Insbesondere metho-
dische Probleme erschwerten bisher
die exakte Aufklarung der Signalver-
mittlung der beteiligten Zellen [36].

Das TNF-Rezeptorprotein findet sich
mehrheitlich in den Sertoli-Zellen,
wahrend der Ligand vom Germinal-
epithel bereitgestellt wird. Indirekt,
tiber eine Down-Regulation von FasL,
soll sich dieses System jedoch in der

Abbildung 2: Modell der Signaliibermittlung in der Caspasenkaskade des programmierten
Zelltodes. Heterotetramere Effektorcaspasen werden durch vorgeschaltete heterotetramere
Initiatorcaspasen aktiviert, wenn diese zuvor aktiviert worden sind. In Abhéngigkeit des Ur-
sprunges der Todessignale (intern oder extern) werden unterschiedliche Caspasensubtypen akti-
viert. Daraus ergeben sich bevorzugte Signalwege, die jedoch auch partiell Gberlappend ge-

nutzt werden konnen. Verandert nach [16]
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Kontrolle der Germinalzellreifung
auswirken [37]. Untersuchungen am
Germinalepithel von Infertilititspa-
tienten zeigten eine ausgepragte Pra-
senz von Fas im Germinalepithel, je-




doch ohne Assoziation zum Johnson-Score [38]. Der Nach-
weis von Fas auf ejakulierten Spermatozoen wurde als
abortive Form des PCD eingestuft [39]. Eigene Untersu-
chungen an ejakulierten Spermatozoen mit verschie-
denen Methoden (Western-Blot, Immunozytochemie,
direkte Immunfluoreszenz, Induktion und FACS) lieferten
in Abhangigkeit der untersuchten Proben (kryokonser-
viert vs. nativ; Patienten vs. Probanden) jedoch kein ein-
heitliches Bild, soda® im Ejakulat wahrscheinlich nur
eine kleine Subpopulation abortiv apoptotischer (Fas*-)
Zellen zu erwarten ist [38, 40, 41].

Mitochondriale Apoptose

Zahlreiche apoptotische Stimuli wirken primar und
direkt am Mitochondrium [42]. Cytochrom-C (CyC), Be-
standteil der Atmungskette im Mitochondrium, ist der
entscheidende Faktor, der bei der Aktivierung dieses
Signalweges ins Zytoplasma freigesetzt wird. Es folgt der
Zusammenbruch des transmembranosen mitochondria-
len Potentiales Ay, , welches ca. —180 mV betragt [43].
Im Sdugerhoden wird sowohl somatisches als auch ho-
denspezifisches CyC exprimiert, welches im Zytoplasma
zusammen mit Apaf-1 (apoptotic protease-activating fac-
tor), dATP/ATP und pCP-9 das Apoptosom bildet [44].
Aktivierte CP-9 ist zusatzlich in der Lage, die z. T. eben-
falls in den Komplex integrierte pCP-3 zu aktivieren [45].
Unabhéngig hiervon bewirkt CyC die direkte Oxidation
von innenseitig-membranstandigem Phosphatidylserin
(PS). Es resultiert eine Hemmung der membranassoziier-
ten Aminophospholipidtranslokase mit dem Ergebnis eines
sich selbst perpetuierenden Verlustes der Membranasym-
metrie und einer konsekutiven Externalisation von PS
(EPS) [46]. Daneben konnen Mitochondrien den AIF (apo-
ptosis-inducing factor) freisetzen, der direkt auf Mem-
branen und die DNA einwirken kann [47]. Der gesamte
Prozel der apoptotischen Signaltransduktion am Mito-
chondrium wird durch zahlreiche pro- und antiapoptoti-
sche Proteine u. a. der Bcl-2-Familie reguliert [48].

Die Aktivierung von CP-9, der Zusammenbruch des Ay
und die Freisetzung von CyC und AIF sowie die Prasenz
zahlreicher regulatorischer Proteine sind am Spermato-
zoon dokumentiert [41, 49-53].

StreBvermittelte Apoptose

Wirken innere und duRere Einflisse auf eine Zelle, kann
der Verlust der Homoostase des Kalziums unter Aktivie-
rung der Caspasen-7 und -12 die Apoptose am endoplas-
matischen Retikulum initiieren [54]. CP-12 wird hierbei
direkt unabhangig von Apaf-1 und CP-9 aktiviert [55].
Thapsigargin, ein Inhibitor der sarkoplasmatischen/endo-
plasmatischen Retikulum-Ca?*-ATP-ase (SERCA), fihrt
nach Applikation an Spermatozoen zu einem sofortigen
Kalziumeinstrom, zur Akrosomenreaktion neben einer
Abnahme der Motilitat, gefolgt von einem schnellen Ab-
sterben der Zellen [56]. Der PCD als Antwort auf zellula-
ren Strefs wird am Hoden zusétzlich durch Fas und p53
vermittelt. Dabei kommt dem Fas/FasL-System eine Be-
deutung bei Einwirkungen von chemischen oder zyto-
toxischen Substanzen [57] und p53 bei Schadigungen
durch Radiatio am Hoden zu [58]. Die Aktivierung des
p53-Bax-Signalweges wurde bei experimenteller Vasek-
tomie (Ratten) nachvollzogen [59].

Alternative Signalwege

Alternative, auch caspaseunabhingige Signalwege des
PCD wirken Uber Fettsauren und deren Oxidationspro-
dukte. Somit ist es wahrscheinlich moglich, unter Umge-

hung anderer proteingebundener Signaltransduktionen
direkt am Mitochondrium die Freisetzung von CyC und
damit den Zelltod zu bewirken [60]. Die Vermittlung des
PCD durch Ceramide ist neben Neurotoxinen flir Zyto-
statika nachgewiesen [61]. Wéhrend der Spermatogene-
se entstehen z. B. groRere Mengen an Ceramiden, bevor
CP-3 aktiviert wird. Die direkte Modifikation der Lipid-
komposition kryokonservierter Spermatozoen mit quanti-
tativer Zunahme von Lysophosphatidylcholinen und Cer-
amiden sowie der konsekutiven apoptotischen Membran-
veranderungen konnte ebenfalls gezeigt werden [62, 63].

Uber den ebenfalls am Mitochondrium freigesetzten AIF
kann eine Aktivierung von CP-3-dhnlichen Caspasen
(CP-6 und -7), gefolgt von einer EPS im Kontext mit der
DNA-Fragmentierung direkt erfolgen [64]. Die finale
Aktivierung von CP-3 und die CyC-Freisetzung am Mito-
chondrium perpetuieren dann die EPS an der Membran.
Die besondere Suszeptibilitat der Mitochondrien ejaku-
lierter Spermatozoen gegentiber spezifischen apoptoti-
schen Stimuli zeigt sich anhand der Freisetzung von AlF
und des Zusammenbruches des Ay, [50, 52].

Abweichende Signalwege werden auch bei der Schadi-
gung von Zellen durch reaktive Sauerstoffspezies beob-
achtet [65]. Hier entscheidet die aktuelle Energiebilanz
Uber den Weg des Zellunterganges (PCD, sekunddre
Nekrose nach primarer apoptotischer Signaltransduktion
oder primdre Nekrose). Am ejakulierten Spermatozoon
scheint sich die schadigende Wirkung von ROS direkt an
der Membran, den Mitochondrien und der DNA zu ma-
nifestieren, obwohl CP-9 und CP-3 partiell auch aktiviert
werden [53, 66].

Vernetzung der Signalwege

Regulatorische Proteine stellen zudem weitere Ziel-
strukturen von Caspasen dar. Durch die Spaltung von Bid
zu proapoptotischem tBid (truncated Bid) wird ein mito-
chondrialer Amplifikationsweg rezeptorvermittelter Apo-
ptose via Apaf-1/CP-9 realisiert [67]. tBid transloziert di-
rekt zum Mitochondrium und fihrt zur Freisetzung von
proapoptotischem Bax/Bak unter konsekutiver Bildung
des Apoptosoms [68]. Bei der strelbvermittelten Signal-
transduktion der Apoptose werden verschiedene Kinasen
(MEK-Kinase 1, Mstl und p21-aktivierte Kinase2/hPak65)
durch Caspasen aktiviert und liefern ein Amplifikations-
signal via c-Jun-Kinase [69]. Damit werden sogenannte
Cross-talks der Signalwege und Verstarkermechanismen
(amplification loops) erschlossen. Die direkte Spaltung
von pCP-9 durch aCP-3 sowie von pCP-3, -8 und -10
durch aCP-6 autoamplifiziert direkt die terminale Exeku-
tion [70].

Kontrolle der Signalkaskaden

Die Aktivierung der Signalkaskade kann von verschiede-
nen Startpunkten aus geschehen. Einmal aktiviert, unter-
liegt sie aufgrund der Kaskadenstruktur einer Eigendyna-
mik und endet mit dem zielgerichteten Tod der Zelle. Ein
solches System mufS daher fein ausbalanciert werden,
soll es nicht zur Gefahr fir seinen Trager werden. Hierfur
gibt es an zahlreichen Angriffspunkten Regulatoren. Wah-
rend die Proteine der Bcl-2-Familie direkt an der Signal-
kaskade beteiligt sind (Tab. 2), inhibieren sogenannte
inhibitors of apoptosis (IAP, virale Proteine) direkt die
Caspasen. FLIP, endogene FADD-dhnliche Inhibitoren,
die auch mit den CP interagieren, weisen Analogien zu
viralen Inhibitoren auf (Abb. 3).

J. REPRODUKTIONSMED. ENDOKRINOL. 3/2005

139



Tabelle 2: Einordnung ausgewdhlter Proteine der Bcl-2-Familie hinsichtlich ihrer Funktion, Bcl-2-Homologien (BH) und Lokalisation

Antiapoptotisch
Integrale Membranproteine der Mitochondrien, des endoplasma-
tischen Retikulums und des Zellkerns

Proapoptotisch
Im wesentlichen im Zytosol lokalisiert oder zytoskelettassoziiert,
translozieren wéhrend der Apoptose an die mitochondriale Membran

Bcl-2-Subfamilie Sequenzhomologien Bax-Subfamilie Sequenzhomologien
Bcl-2, Bel-x,, Bcl-w BH1-4 Bax, Bak, BOK/MTD BH1-3
Mcl-1, A1/BFL-1 BH3-Subfamilie Sequenzhomologien
BOO/DIVA BIK/NBK, BIM/Bod, Bid, Bad, BLK, Hrk BH3
Andere Sequenzhomologien
Bcl-xq BH1 und 4
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FADD-like ICE inhibitory proteins — FLIP

FLIP sind endogene CP-Inhibitoren mit Analogie zu IAP.
Sie interferieren mit FADD-CP-8-Interaktionen, wodurch
die Aktivierung von CP-8 im DISC gehemmt wird [71].
Viren nutzen diese Strategie zum Erhalt der Herstellung
ihrer Proteine, wahrend in Tumoren die Apoptose der
Tumorzellen verhindert wird [72, 73].

Regulatoren der Bcl-2-Familie

Die Segregation von Apaf-1 und CyC an der intakten
duleren mitochondrialen Membran wird durch die
Proteine der Bcl-2-Familie gesteuert, um die Aktivierung
assoziierter Caspasen zu regulieren.

Das Protein Bcl-2 ist an der zytoplasmatischen Seite der
mitochondrialen Membran, am endoplasmatischen Reti-
kulum und an der Kernmembran zu finden [74]. Es
schutzt die Zelle vor y- und UV-Strahlenschédden, Zyto-
kinentzug, den Wirkungen von Dexamethason und Stau-
rosporin sowie zytotoxischen Medikamenten [75]. Die
proapoptotischen Mitglieder Bid, Bak und Bax sind in
vielen Zellarten als latente Induktoren der Apoptose ent-
halten.

Viele Proteine der Bcl-2-Familie konnen zudem mit ihren
Familienmitgliedern Dimere bilden [76]. Antiapoptoti-

sche Bcl-2-Mitglieder konnen auf diese Weise die Funk-
tion proapoptotischer Mitglieder und umgekehrt inhibie-
ren. Alle wichtigen Proteine dieser Familien mit Ausnah-
me von Bcl-2 wurden am humanen Hoden und am eja-
kulierten Spermatozoon nachgewiesen [38].

Inhibitors of apoptosis (IAP)

Die IAP reprasentieren Proteine, die die Exekution der
Apoptose in z. B. viral infizierten Zellen blockieren. Die
Familie der IAP-Gene ist evolutionar konserviert. lhre
Produkte sind an der Regulation des PCD vom Insekt bis
zum Menschen beteiligt. Uberexpression fiihrt zur Unter-
driickung der Signaltransduktion innerhalb der Signal-
kaskade. Humane X-chromosomal gebundene IAP (XIAP)
inhibieren direkt CP-3 und CP-7 [77].

Verlust der Membranasymmetrie
Im Rahmen der Apoptose bricht die Membranasymme-
trie der Phospholipide infolge enzymatischer Defizienz
zusammen, und es kommt zu einer Externalisierung von
Phosphatidylserin. Das an der AuBBenseite der Membran
erscheinende Phosphatidylserin markiert hochspezifisch
eine in Apoptose befindliche Zelle [78, 79]. Makropha-
gen sind Uber einen Rezeptor fihig, phosphatidylserin-
tragende Zellen (EPS*) als apoptotisch zu erkennen und
zu phagozytieren [80]. Entscheidend fir den Verlust der
Asymmetrie der Membran ist die Ak-
tivierung der Scramblase [81]. Die

Proapoptotische Signale

Initiator Initiator
Pro-Caspase Caspase

Transmitter
Apaf-1, RAIDD, FADD

Inhibitoren
FLIP, IAP

o

Effector
Pro-Caspase

Proteinkinase C8, ein Substrat von
Caspase-3, aktiviert sie via Phospho-
rylierung. Dabei tberfiihrt die Ab-
spaltung des regulatorischen Teils
des Enzyms die katalytische Unter-
einheit in einen dauerhaft aktiven
Zustand [82]. EPS wird als friihes Er-
eignis der Exekutionsphase der Apo-
ptose eingeschatzt [83]. Die spezifi-
sche Bindung von Annexin V (35—
36 kDa), einem phospholipidbinden-

” Lml" Caspase

den Protein, an das EPS ermoglichte
den Aufbau selektiver Nachweis-
und Separationssysteme flr ejaku-
lierte Spermatozoen [84-86].

Effector

Kontrolle der nukleiren

ybstra Degradation
Der Abbau der DNA erfordert zu-
Apoptose nachst eine Uberwindung des exakt

Abbildung 3: Modell der Regulation der Aktivierung von heterotetrameren Caspasen. Das Todes-
signal wird durch Transmitter und Inhibitoren verstarkt, abgeschwécht oder gestoppt. Transmitter:
APAF-1 = apoptotic protease activating factor, RAIDD = RIP-associated ICH-1 /CED3 homo-
logous protein with death domain, FADD = Fas-associated protein with death domain; Inhibitoren:
FLIP = FADD-like ICE inhibitory proteins, IAP = inhibitor of apoptosis. Verandert nach [16]
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geregelten Zellzyklus. Wichtige Ele-
mente der Kontrolle sind das Tumor-
suppressorprotein p53, das Onkopro-
tein MDM2 und die Poly-(ADP-Ribo-
se)-Polymerase (PARP).




Tumorsuppressor p53

In normal wachsenden Zellen kaum nachweisbar, wird
das p53-Tumorsuppressorprotein durch DNA-Schédden
(y-Strahlen, Chemotherapeutika) oder die Aktivierung
von Onkogenen induziert. Zum Schutz des Organismus
vor einer moglichen Entartung der Zelle kann p53 bei
genomischem Stre durch Arretierung des Zellzyklus
weitere Zellteilungen verhindern und DNA-Reparatur-
vorgange aktivieren. Liegen irreparable DNA-Schaden
bzw. eine andauernde Onkogenaktivierung vor, kann es
eine Elimination der Zelle durch Initialisierung von Apop-
tose bewirken. Es ist in 50-60 % aller Tumorerkrankun-
gen, auch der des Hodens, durch Deletionen, Punktmu-
tationen oder virale Interaktionen verandert [87]. Insbe-
sondere nach thermischer Schadigung wird p53 im Ho-
den hochreguliert [88]. Das Fas-Gen, CP-1 und Proteine
der Bcl-2-Familie werden von p53 transkriptionell kon-
trolliert [89]. Nach Aktivierung von CP-1 folgt die Wei-
tergabe des Signals an CP-3 [90]. Alle an dieser Form der
Signaltransduktion beteiligten Proteine wurden am Ho-
den sowie partiell in ejakulierten Spermatozoen nachge-
wiesen [91, 92].

Mouse Double Minute 2 (MDM2)

Das Onkoprotein MDM2 (mouse double minute 2;
90 kDa) kann seinerseits p53 binden und inhibieren. Der
Kern-Zytoplasma-Transport von MDM2 st fiir die Mar-
kierung des p53-Molekils zum Abbau erforderlich [93].
Als Substrat von CP-3 wird MDM2 wiederum durch
Effektorcaspasen deaktiviert [94]. Das erstmals in Mau-
sen identifizierte Protein ist im humanen Hoden prasent
und kann bei Hodentumoren des Menschen tiberexpri-
miert werden [95, 96]. MDM2 findet sich ebenfalls in
ejakulierten Spermien [38].

Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP)

Ein weiteres Zielprotein der Caspasen ist die PARP, ein
Reparaturenzym, das spezifisch an DNA-Strangbrtiche
bindet, die durch die Einwirkung der Nukleasen bei be-
ginnender Apoptose entstehen. Infolge von Schadigun-
gen der DNA knupft aktiviertes PARP Poly-(ADP-Ribose)-
Reste unter Verbrauch von ATP und NAD+ an nukledre
Proteine und interagiert mit DNA-Polymerase-c.. Es ist ein
hochkonserviertes nukledres Enzym, das aus einer DNA-
Bindungsdomane, einer Automodifikationsdomane und
einer katalytischen Domane besteht. PARP wird durch
CP-3 in zwei Bruchstiicke von 89 kDa (katalytisches
Fragment) und 24 kDa (DNA-Bindungsfragment) gespal-
ten und inaktiviert. Da diese proteolytische Spaltung von
PARP nur beim apoptotischen Zelltod auftritt, kann man
Apoptose eindeutig von Nekrose (Fragmente von 40—
70 kDa) unterscheiden [97-100]. Die apoptotische PARP-
Spaltung wurde am Hoden, nicht jedoch am ejakulierten
Spermatozoon (Fragmente um 60 kDa) nachgewiesen
(38, 52].

Elemente des PCD in ejakulierten Spermatozoen

Fas/FaslL

Weniger als 10 % der ejakulierten Spermatozoen gesun-
der Mdnner tragen Fas. Proben mit einer Oligozoosper-
mie hingegen konnen tiber 50 % Fas*-Zellen beinhalten
[101]. Eigenen Untersuchungen zufolge liegt die Fre-
quenz in beiden Gruppen jedoch deutlich niedriger 2,5 +
1,5 % vs. 6,4 £ 4,6 % [41, 102]. Aus dem eher sporadi-
schen Vorhandensein von Fas auf ejakulierten Spermato-

zoen wurde der SchlufS gezogen, dal® es sich um eine
Subpopulation von Zellen im Ejakulat handelt, die auf-
grund einer abortiven Apoptose wahrend der Spermato-
genese im Ejakulat erscheint [39]. Untersuchungen an
Subpopulationen zeigen ferner, dal8 diese Zellen mehr-
heitlich durch morphologische Unreife und eine Externa-
lisation von PS gekennzeichnet sind [40].

Caspasen

Obwohl die Inkubation von Hiihner-Spermatozoen mit
einem Pan-Caspase-Inhibitor das Uberleben in Kultur
nicht verlangerte [103], gelang der Nachweis der Pra-
senz und funktionellen Kompetenz von Caspasen in hu-
manen ejakulierten Spermatozoen in fluoreszenzopti-
schen und proteinbiochemischen Untersuchungen [92].
Spater konnte gezeigt werden, daR die Caspasen der we-
sentlichsten Signalwege (CP-8, -9, -1 und -3) in komparti-
mentspezifischer Weise aufzufinden sind [51]. CP-8, -1
und -3 finden sich vornehmlich in der postakrosomalen
Region, wahrend CP-9 ausschlieflich im Mittelstiick auf-
zufinden ist [104, 105]. Das Protein der noch nicht akti-
vierten pCP-3 wurde zudem als Ziel von Spermatozoen-
antikorpern identifiziert [106].

Verlust der Membranasymmetrie und Externalisation von
Phosphatidylserin infolge der Aktivierung von Caspasen
Eine erste, aullerlich an einer in Apoptose befindlichen
Zelle nachweisbare Verdanderung ist die Externalisation
von Phosphatidylserin [78, 83]. Die EPS markiert in so-
matischen Zellen den Beginn der terminalen Apoptose
mit vollstandig aktivierten Effektorcaspasen. EPS wird
jedoch auch bei avitalen Spermatozoen und bei der
mittels Bikarbonat induzierten Kapazitation beobachtet
[107].

Der Verlust der Asymmetrie der Membran von Spermato-
zoen mit konsekutiver Annexin-V-Bindung an das EPS
wird unabhingig von der Konstellation der klassischen
Spermiogrammparameter deutlich haufiger bei Zellen
von Infertilitidtspatienten gefunden [38, 84]. Das Ausmal’
der EPS korreliert bei gesunden Spendern mit dem Um-
fang der Lipidperoxidation [108]. Es besteht zudem eine
direkte Korrelation zwischen der Integritat der Zellmem-
bran und dem Ausmal der Caspaseaktivierung, jedoch
mit Unterschieden fir die Subtypen [49].

Diese spezifischen Veranderungen an der Membran er-
moglichten den Aufbau selektiver Nachweis- und Sepa-
rationssysteme [84-86, 109, 110]. Die Separationssyste-
me beruhen auf dem Einsatz von superparamagnetischen
Microbeads mit konjugiertem Annexin V (ANMB).
Microbeads sind Partikel aus Eisen-1I-Oxid, die in einem
Dextrangertist eingebettet sind und zur Verhinderung von
Sedimentation und Aggregation in einer stabilen, kolloi-
dalen Losung vorliegen. Aufgrund ihrer extrem geringen
Grofe (~50 nm) ist eine mechanische Belastung der Zel-
len oder eine Storung bei der Flowzytometrie ausge-
schlossen. Das System der magnetischen Zellseparation
(MACS, magnetic activated cell sorting) wird durch Trenn-
sdulen und einen Magneten vervollstandigt. Die Trenn-
sdulen bestehen aus hydrophob und hydrophil beschich-
teten, miteinander verklebten Eisenkiigelchen. Gesinter-
tes Barium-Neodym liefert ein Magnetfeld von 1,5 Tesla
in der Sdulenmitte, was den in Magnetresonanztomo-
graphen verwendeten Magnetfeldstarken entspricht. Eja-
kulierte EPS*-Spermatozoen kénnen somit via Bindung
von ANMB immunomagnetisch angereichert oder deple-
tiert werden [111].
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Unter Anwendung eines Anti-Annexin-V-Antikorpers
wurde flowzytometrisch die Spezifitit und Sensitivitat
des Systems bei 94,8 % bzw. 72,6 % ermittelt. Eine signi-
fikante Beeinflussung von Konzentration, Motilitat, Su-
pravitalfarbung oder Akrosomenreaktion wurde nicht er-
mittelt. Elektronenmikroskopische Untersuchungen be-
statigten die Bindung an der Membran [38].

Die mittels MACS angereicherten ANMB™-Spermatozoen
zeichnen sich durch eine signifikant erniedrigte Fre-
quenz von Zellen mit aktivierten Caspasen im Vergleich
zur unseparierten und zur ANMB*-Fraktion in Samenpro-
ben von gesunden Spendern und von Infertilitatspatien-
ten aus [86]. Die Subpopulation ANMB™-Spermatozoen
wies bei Spendern 9,2 + 1,4 % vs. 21,8 £ 2,6 % und bei
Patienten 43,2 £ 2,1 % vs. 18,2 + 2,6 % Pan-Caspase*-
Spermatozoen gegentiber der unfraktionierten Probe
(p < 0,01) auf. EPS*-Spermatozoen zeichnen sich dem-
nach unabhingig von den Variablen des klassischen
Spermiogramms auch durch eine deutlich héhere Fre-
quenz von aktivierten Caspasen aus (r = 0,97 bei Spen-
dern und r = 0,72 bei Patienten; p < 0,01) [111]. Die
MACS-Separation erwies sich aullerdem hinsichtlich der
Trennung von Spermatozoen mit Aktivierung von CP-8,
-9, -1 und -3 als spezifisch. Der Zusammenhang zwi-
schen Verlust der Membranasymmetrie und der Aktivie-
rung von Caspasen wurde anhand der Berechnung der
log,OR ermittelt. Er war am starksten ausgepragt fir die
CP-9. Dies ist ein Effekt, der sicherlich durch die raumli-
che Nihe dicht gepackter Mitochondrien zur Membran
hervorgerufen wird. Die Aktivierung von Caspase-3 in
nativen Zellen ist durch eine geringe Abhangigkeit von
der EPS an der Membran gekennzeichnet [49].

Regulation der Aktivierung von Caspasen

Die wichtigen Regulatoren der Aktivierung von Caspasen
Bax, Bak und Bcl-w, nicht jedoch Bcl-2 und Bcl-x,
konnten in ejakulierten Spermatozoen im Western Blot
nachgewiesen werden [38, 112]. Inwiefern sie tatsdch-
lich regulative Aufgaben in Spermatozoen mit aktivier-
ten Caspasen Ubernehmen konnen, ist jedoch unbe-
kannt.

DNA-Fragmentation ejakulierter Spermatozoen
Fragmentierte DNA kann in ejakulierten Spermatozoen
mittels TUNEL-Test, Akridinorange-Farbung, dem Komet-
Assay und dem Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)
nachgewiesen werden [113]. Eine allgemeine Vergleich-
barkeit ist jedoch nicht gegeben. Spermatozoen mit stark
fragmentierter DNA zeigen mehrheitlich auch eine Akti-
vierung von CP-8, -9 und -3 [40, 53, 105]. Die Umset-
zung des Caspasesignals kann anhand von nachgeschal-
teten Regulatoren abgeleitet werden. Wahrend PARP mit
einer nichtapoptotischen Aufspaltung in 43 % der Zellen
zu beobachten ist, sind MDM2 in 74 % der Zellen und
p53in 75-100 % nachweisbar [38, 52]. Das Ausmals der
DNA-Fragmentation (TUNEL) korreliert signifikant mit
der Morphologie [114-116], der Konzentration [116,
117] und teilweise der Motilitat [116, 118, 119]. Unter
Anwendung der TUNEL-Methode wurden apoptotische
Spermatozoen zu 0,1 % in Ejakulaten fertiler Probanden,
zu 5 % bei Infertilitatspatienten (18 % im Akridinorange-
Test), zu 10 % bei Vorhandensein einer Varikozele, zu
20 % infolge eines Kryptorchismus und bis zu 50 % beim
Vorliegen eines Seminoms gefunden [114, 120, 121].
Zusétzlich wird die Zahl von Doppelstrangbriichen vom
Alter des Mannes beeinfluft [122].

J. REPRODUKTIONSMED. ENDOKRINOL. 3/2005

Kapazitation

Wihrend einer artifiziellen Kapazitation von Spermato-
zoen finden sich an der Membran Veranderungen, die
auch im Rahmen der Apoptose nachweisbar sind. Insbe-
sondere die Lipidredistribution weist Ahnlichkeiten zum
PCD auf [62]. Eigene Untersuchungen belegen jedoch
die Blockade von CP-1, -9 und -3 nach Induktion mit
30 % BSA unter 5 % CO, lber 3 Stunden (Publikation in
Vorbereitung). Insbesondere CP-1 konnte bei der Vermitt-
lung des physiologischen Membranumbaues und nach-
folgender Signaltransduktion durch Cross-talk zum Kalzi-
um-Calpastatin-Calpain-System eine wichtige Rolle zu-
kommen.

Motilitit der Spermatozoen

Die Motilitdt des Spermatozoons ist von den klassischen
Spermiogrammvariablen am ehesten geeignet, die Induk-
tion einer Schwangerschaft bzw. eine erfolgreiche assi-
stierte Reproduktion zu prognostizieren. Das intakte mit-
ochondriale Membranpotential korreliert positiv mit der
Motilitat und der Reife von Spermatozoen [123-125].

Umgekehrt zeichnen sich Spermatozoenfraktionen mit
niedriger Motilitdt durch erhohte Caspaseaktivitdt so-
wohl bei Infertilitdtspatienten als auch bei gesunden
Spendern aus. Diese Zellen weisen neben dem vermehr-
ten Anteil aktiver CP-3 auch hohere Anteile des Zymo-
gens auf [105]. Innerhalb der Fraktion hochmotiler Sper-
matozoen finden sich jedoch in der Subpopulation EPS*-
Zellen auch aktivierte Caspasen [40].

Die Zugabe eines Pan-Caspase-Inhibitors fiihrte jedoch
weder zu einer verbesserten Auftaumotilitit nach Kryo-
konservierung noch zu einem verlangerten Uberleben
von tierischen Spermatozoen [103, 126]. Demzufolge
besteht keine ausschliefSliche Verbindung zwischen CP-
abhingiger apoptotischer Signaltransduktion und Uber-
leben der Zelle. Einen Erklarungsansatz liefert die beson-
dere Suszeptibilitit der Mitochondrien fir zahlreiche
Induktoren und Inhibitoren der Apoptose. Betulinsdure
(BEA), einer bekannter und potenter Induktor mitochon-
drialer Apoptose, fuhrt direkt zum Verlust des trans-
membrandsen mitochondrialen Membranpotentials un-
abhangig vom Einsatz von Caspaseinhibitoren [127]. BEA
wird bereits experimentell zur Therapie des malignen
Melanoms und von Hirntumoren eingesetzt [128]. Inwie-
fern solche Therapieformen Auswirkungen auf Sperma-
tozoenfunktionen bzw. die Spermatogenese an sich ha-
ben werden, ist unbekannt. Experimentelle Untersuchun-
gen mit BEA an ejakulierten Spermatozoen zeigten je-
doch eine konzentrationsabhdngige Abnahme der Motili-
tat, den sofortigen Zusammenbruch des mitochondrialen
Potentials Ay, sowie die Aktivierung von CP-9 und -3
[50]. Vergleichende Untersuchungen zeigten signifikante
Aktivierungen fur CP-8, -9 und -3, jedoch keine Beein-
flussung von CP-1 (Publikation in Vorbereitung). Im Ge-
genzug konnte die Motilitdit und Geschwindigkeit der
Spermatozoen durch Bongkregic Acid (BOA), einem po-
tenten Inhibitor der mitochondrialen Apoptose, gegen-
tber der nichtbehandelten Fraktion innerhalb von 3
Stunden nach Inkubation erh6ht werden [50].

Diese vorlaufigen Erkenntnisse geben Anla8, neue und
eingefiihrte Therapien hinsichtlich ihrer molekularen
Auswirkungen zu verifizieren. Inwiefern am Mitochon-
drium ansetzende antiapoptotische Substanzen umfas-
send protektiv eingesetzt werden konnen, bleibt abzu-
warten.



Relevanz der Aktivierung von Apoptose-
signalkaskaden in ejakulierten Spermatozoen

Die Prasenz und funktionelle Kompetenz verschiedener
Caspasesubtypen in ejakulierten Spermatozoen gesunder
Spender und in héherem Umfang auch bei Infertilitats-
patienten mit unauffilligen klassischen Spermiogramm-
variablen sind belegt und somit geeignet, als zusitzliches
Qualitatsmerkmal zu fungieren [49, 92]. Eine vom Matu-
rationsgrad abhdngige Ausstattung bzw. Inaktivierung
von Caspasen und deren Regulatorproteinen spielt dabei
wahrscheinlich eine Rolle, woraus sich eine graduell un-
terschiedliche Suszeptibilitat fuir deren Aktivierung ergibt
[40]. Dies unterstreicht die Bedeutung einzusetzender
Aufbereitungsverfahren im Rahmen einer kiinstlichen Be-
fruchtung.

Bis dato ist ungeklart, in welchem Ausmal’ ausgereifte
motile Spermatozoen in der Lage sind, infolge innerer
oder duRerer Stimuli eine tatsdchliche apoptotische Signal-
transduktion auszuftihren, und in welchem Umfang eine
potentielle Aktivierung von Effektorcaspasen zu Schadi-
gungen der DNA fiihrt. Eine vollstandige apoptotische
Degradation der DNA ist aufgrund der dichten Packung
kaum zu erwarten, soda8 im Vergleich zu somatischen
Zellen eine unvollstindige Umsetzung des PCD plausi-
bel erscheint. Zudem sind ejakulierte Spermatozoen
nicht in der Lage, eine Transkription fehlender Zellpro-
teine vorzunehmen [129]. Membran- und DNA-Schéden
konnten zudem auch von den durch Caspasen aktivier-
ten Enzymen (Proteinkinase-C) oder dem aus den Mito-
chondrien freigesetzten AIF vermittelt werden. Denkbar
ist auch eine Schadigung benachbarter Zellen durch frei-
gesetzte Caspasen zugrundegehender Spermatozoen und
gegebenenfalls die Induktion von Autoantikorpern.

Abzugrenzen hiervon sind Spermatozoen, die im Ejaku-
lat als Fas* charakterisiert werden kénnen und offensicht-
lich der testikularen Apoptose entkommen sind. Fiir diese
Subpopulation wurde der Begriff der abortiven Apoptose
vorgeschlagen [101, 130]. Fas*-Spermatozoen finden
sich hauptsdchlich in der Subpopulation der unreifen,
gering motilen und EPS*-Zellen, von denen ohnehin kein
wesentlicher Beitrag zur naturlichen Befruchtung zu er-
warten ist und die sehr leicht mit molekularen Selektions-
systemen entfernt werden konnen [40]. Da eine Positivitat
fur Fas nicht zwangsweise ,in Apoptose” bedeuten muf,
bleibt die Klarung der genauen Herkunft und Funktion die-
ser Rezeptoren in dieser Zellpopulation abzuwarten.

EinfluR von Aufbereitungsmethoden auf
die Caspaseaktivitat

Moderne Methoden der Spermatozoenaufbereitung wie
das Swim-up und die Dichtegradientenzentrifugation
(DGZ) werden umfassend eingesetzt, um mit den so ge-
wonnenen hochmotilen Spermatozoen zielgerichtet hohe
Erfolgsraten bei der assistierten Reproduktion erreichen
zu konnen [131]. Andererseits konnte die bei der DGZ
erforderliche Beschleunigung die Rate der DNA-Frag-
mentation erhohen [132].

Der parallele Nachweis von aktivierter CP-8, -9 und -3,
des Zusammenbruchs des transmembranosen, mitochon-
drialen Potentials Ay, _ und der Frequenz der TUNEL*-
Spermatozoen zeigte in den mittels DGZ separierten
Subpopulationen signifikante Variationen der Aktivie-

rung von Caspasen und des Verlustes des Ay _, jedoch
nicht der DNA-Fragmentation. Mittels MACS konnten
diese durch DGZ generierten Subpopulationen noch
weiter aufgetrennt werden. Der Prozentsatz von Zellen
mit aCP, mit intaktem Ay sowie die Zahl der TUNEL*-
Spermatozoen variierte zwischen den Subgruppen wei-
terhin signifikant [40]. Die MACS-Separation ermoglicht
somit die Aufreinigung der EPS™-Subpopulationen mit ge-
ringster Caspaseaktivierung, Disruption des Ay, und
DNA-Fragmentationen [85, 133, 134]. Die Kombination
von DGZ und MACS verbessert die Qualitit der auf-
gereinigten Zellen nochmals [133]. Die Rate der Be-
fruchtungen so selektierter Spermatozoen ist im Hamster-
eizell-Assay signifikant hoher als die unselektierter Zel-
len (Publikation in Vorbereitung).

EinfluR der Kryokonservierung auf die
Aktivierung von Caspasen

Die klassische Kryokonservierung fiihrt mit quantitativen
Unterschieden zu einer Erhohung des Anteils von Fas*-
und EPS*-Zellen [84, 102, 135]. Parallel fiihrt sie zu einer
Zunahme der Aktivierung von Caspasen bei Patienten
und Probanden [86, 136]. Das Ausmal® der Aktivierung
der Caspasesubtypen steht im Verhaltnis zur Membran-
schadigung. Im Rahmen der Kryokonservierung erhoht
sich somit die Chance eines Spermatozoons, aCP-8*,
aCP-9+, aCP-1* und aCP-3* zu sein, signifikant gegen-
Uber den fiir die jeweilige CP negativen Zellen, EPS* zu
sein (Rangfolge: aCP-9 > aCP-8 > aCP-3 > aCP-1) [49].

Sowohl die verwendeten Puffersysteme als auch die Ab-
kiihlgeschwindigkeiten beeinflussen zusatzlich das Aus-
mal der Caspaseaktivierung [38]. Insbesondere Glycerol
scheint eine direkte Wirkung auf die Aktivierung von
Caspasen und die EPS in hoheren Konzentrationen aus-
zutiben [38, 137, 138].

Werden ausschlieBlich hochmotile/reife Spermatozoen
der 90-%-Fraktion aus der DGZ kryokonserviert, redu-
ziert sich der Anteil der Zellen mit aktivierter CP-9 nach
dem Auftauen signifikant. Eine nachgeschaltete MACS-
Extraktion vermindert den Prozentsatz der EPS2/aCP-9+-
Spermatozoen weiter auf ein Minimum (2,4 %). CP-8
und CP-3 waren im Vergleich zu kryokonservierten Zel-
len ohne DGZ-Aufbereitung im gleichen Male in Sper-
matozoen aktiviert. Die der DGZ nachgeschaltete MACS-
Separation ermoglichte jedoch die Elimination dieser
Zellen. Hieraus laRt sich schlulfolgern, daf® das moleku-
lare Korrelat der hohen Motilitat von Spermatozoen aus
der 90-%-Fraktion der DGZ offensichtlich in einer gering
ausgeprdgten mitochondrialen Apoptose liegt. Allerdings
fahrt mit Ausnahme der Aktivierung von CP-9 die Kryo-
konservierung ausschlieflich dieser Zellpopulation (DGZ,
90-%-Fraktion) nicht zu einer globalen Reduktion apo-
ptotischer Prozesse. Es ist vielmehr sinnvoll, erst nach der
Kryokonservierung die nichtapoptotischen Zellen zu ex-
trahieren. Inwiefern in Apoptose befindliche Zellen noch
vitale Spermatozoen durch engen Kontakt in Zellsuspen-
sionen schadigen konnen, muf8 noch geklart werden.

Immunologische Infertilitit
Antikorper gegen Spermatozoen sind der wichtigste Ver-

mittler der immunologischen Infertilitit. Die Inzidenz
solcher Antikorper wird mit 9-30 % angegeben [139].
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Als Antigen dieser Antikorper wurde u. a. CP-3 in der 2D-
Gelelektrophorese identifiziert [106]. Wahrend die Bil-
dung solcher Antikorper durch Zellzerfall nachvollzogen
werden kann, bleibt zu kldren, an welchen Epitopen die-
se in intakten Zellen binden.

SchluBfolgerung

Die Erforschung der Apoptose somatischer Zellen hat in
der letzten Dekade zu einer rasanten Zunahme des Ver-
stindnisses der molekularen Prozesse der Gewebeho-
moostase, des Tumorwachstums und zahlreicher anderer
Erkrankungen mit z. B. Neurodegeneration oder viralen
Infektionen gefiihrt.

Die Entwicklung einfacher und robuster Testsysteme er-
leichterte deren Einfiihrung in die Diagnostik der ménnli-
chen Infertilitdt. So ist heute bekannt, da8 die Frequenz
der DNA-Fragmentation sehr gut zur Prognose der Fertili-
tdt herangezogen werden kann. Neueste Untersuchungs-
ergebnisse belegen zudem die Prasenz und funktionelle
Kompetenz vieler Signalsysteme in ejakulierten Sperma-
tozoen. Da diese bereits in Zellen nachweisbar sind, die
nach den Variablen des klassischen Spermiogramms un-
auffallig erscheinen, konnten sie in der Zukunft als zu-
satzliche Qualitatsmarker herangezogen werden.

Das neue molekulare Verstandnis wird helfen, die Wir-
kungsmechanismen externer Noxen und die Antwort des
Gewebes auf Stref8 zu verstehen. Diese ersten Erkenntnis-
se geben Anlal}, eingefiihrte und experimentelle Thera-
pien, wie z. B. die des Melanoms mit Apoptoseinduk-
toren sowie die heutigen Aufbereitungsmethoden von
Spermatozoen, mit den neuen Untersuchungsmethoden
kritisch zu hinterfragen.

Erfahrungen

In den letzten Jahren hat die Intensitdt der Erforschung
des PCD des mannlichen Reproduktionssystems stark zu-
genommen und entsprechende Erfolge verzeichnet. Mit
dem derzeitigen Wissen sind kausale Schlisse jedoch
noch nicht moglich.

Hinweise fiir die Praxis

Die derzeit vorliegenden Ergebnisse zur Aktivierung von
Caspasen sind limitiert, sodal’ eine breite Anwendung in
der andrologischen Praxis noch nicht angezeigt ist. Erste
tierexperimentelle Evaluationen zeigen, dall EPS™-Sper-
matozoen in der IVF verbesserte Befruchtungsraten ha-
ben.
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