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Apoptosis in mammalian sperm

S u m m a r y

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 ka¿dym ¿ywym organizmie o liczbie komórek decyduje
równowaga pomiêdzy ich proliferacj¹ i œmierci¹. Równowaga ta
niezbêdna jest do prawid³owego funkcjonowania ca³ego organi-
zmu, a jej zachwianie prowadzi do zjawisk patologicznych. Istot-
ne znaczenie ma tutaj mechanizm, który w naturalny sposób
równowa¿y proliferacjê komórek zachodz¹cy na drodze mitozy
oraz proces, który eliminuje komórki zbêdne lub zmienione pa-
tologicznie, czyli zjawisko apoptozy. Od wielu lat apoptoza budzi
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zainteresownie badaczy z ró¿nych dziedzin nauk biologicznych. Przyczyni³a siê do
tego œwiadomoœæ, ¿e zjawisko to – niezale¿nie czy wystêpuje fizjologicznie czy
jako objaw patologii – jest aktywnym i podlegaj¹cym regulacji rodzajem œmierci
komórki. Znacz¹c¹ rolê pe³ni apoptoza w eliminacji komórek uszkodzonych i zmu-
towanych. Apoptoza jest bardzo wa¿nym procesem komórkowym; równie istotnym
jak namna¿anie siê komórek. Fizjologiczna œmieræ jest naturalnym regulatorem nie
tylko w rozwijaj¹cym siê, ale i w dojrza³ym organizmie.

W ci¹gu ostatnich lat pojawi³o siê wiele prac prezentuj¹cych przebieg apoptozy
w ró¿nych subpopulacjach komórkowych. Opieraj¹ siê one g³ównie na zmianach
morfologicznych i wewn¹trzkomórkowych, bowiem komórka apoptotyczna prze-
chodzi charakterystyczny ci¹g przemian. Przede wszystkim komórka w której zosta-
je uruchomiony program œmierci oddziela siê od pozosta³ych i obkurcza siê. Na jej
powierzchni tworz¹ siê liczne drobne, pêcherzykowate uwypuklenia, które pod mi-
kroskopem skaningowym wygl¹daj¹ jak b¹belki w czasie gotowania (1,2). Przynaj-
mniej w pocz¹tkowych fazach procesu zachowana jest integralnoœæ strukturalna
i wiêkszoœæ funkcji przez b³onê cytoplazmatyczn¹ (3,4). Mimo znacznego spadku
potencja³u mitochondrialnego organelle komórkowe pozostaj¹ nieuszkodzone (5).
W przypadku œmierci apoptotycznej dominuj¹ zmiany w obrêbie j¹dra komórkowe-
go. Pocz¹tkowo chromatyna j¹drowa ulega zagêszczeniu w pobli¿u b³ony j¹drowej,
po czym zaczyna wype³niaæ ca³e j¹dro, które staje siê pyknotyczne. Nastêpuje frag-
mentacja DNA, w trawieniu którego bior¹ udzia³ w³asne endonukleazy komórki,
a w dalszym etapie destrukcji powstaj¹ tzw. cia³ka apoptotyczne, zbudowane z frag-
mentów j¹dra i nieuszkodzonych organelli komórkowych, otoczonych szczelnie b³o-
n¹ komórkow¹ (6,7).

2. Aspekty molekularne

W procesie apoptozy mo¿na wyró¿niæ trzy fazy: inicjacyjn¹, wykonawcz¹ (efek-
torow¹) i zniszczenia (degradacyjn¹) (8). Zdolnoœæ reakcji komórki na rozmaite czyn-
niki poprzez apoptozê jest procesem wieloetapowym. O przebiegu apoptozy decy-
duje stan fizjologiczny komórki oraz aktywacja procesów biochemicznych w komór-
kach. Du¿a liczba czynników wywo³uj¹cych apoptozê oraz ich ró¿norodnoœæ jest
przyczyn¹ istnienia wielu dróg wzbudzenia tego procesu. Wœród czynników ini-
cjuj¹cych apoptozê najczêœciej wymienia siê reakcje rozpoznawania i wi¹zania li-
gandów z odpowiednimi receptorami œmierci na powierzchni komórek, ich aktywa-
cjê, a tak¿e aktywacjê kaspaz inicjuj¹cych. Kaspazy (ang. caspases-cysteine-dependent

aspartate specific proteases) odpowiedzialne s¹ za proteolityczny rozpad niektórych
sk³adników cytoszkieletu (9). Sygna³ apoptotyczny powoduje przeniesienie fosfaty-
dyloseryny (PS) na powierzchniê b³ony komórkowej, co umo¿liwia wczesn¹ diagno-
stykê apoptozy. Do wykrywania fosfatydyloseryny wykorzystywana jest, zale¿na od
Ca2+, aneksyna V (zwi¹zana chemicznie z fluorescein¹) (10). Przemieszczenie PS
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oraz aktywacja kaspaz jest sygna³em do rozpoczêcia fazy wykonawczej apoptozy
(11). Za realizacjê nieodwracalnej fazy wykonawczej apoptozy odpowiedzialne s¹
kaspazy. Uwa¿a siê, ¿e s¹ one centralnym punktem skupiaj¹cym ró¿ne sygna³y apo-
ptotyczne. Kaspazy syntetyzowane s¹ jako nieaktywne proenzymy (zymogeny), sk³a-
daj¹ce siê z dwóch podjednostek (~20 kDa i ~10 kDa), po³¹czonych krótkim „³¹cz-
nikiem” oraz tzw. prodomeny, polipeptydu o ró¿nej d³ugoœci. Prodomena uczestni-
czy w dimeryzacji cz¹steczek prokaspaz, zostaje nastêpnie odszczepiona podczas
aktywacji (12). Obecnie przyjmuje siê podzia³ kaspaz na 3 grupy: 1) aktywatory cyto-
kin – kaspazy 1, -4, -5, -11, -12, -13 , -14; 2) inicjuj¹ce szlak apoptotyczny; kaspazy
8, -9, -10; 3) odpowiedzialne za fazê wykonawcz¹ apoptozy; kaspazy – 3, -6, -7 (13).

Wszystkie poznane kaspazy charakteryzuj¹ siê tym, ¿e przecinaj¹ ³añcuch bia³kowy
substratu w miejscu obecnoœci w nim kwasu asparginowego, oraz ¿e same dla siebie
s¹ enzymami aktywuj¹cymi. W zwi¹zku z tym, aktywacja jednej z kaspaz mo¿e
wywo³aæ kaskadow¹ reakcjê, podczas której uwalnia siê z zymogenów wiele aktyw-
nych kaspaz. Aktywowane kaspazy wykonawcze, bezpoœrednio albo w kaskadzie kas-
paz, dokonuj¹ proteolizy bia³ek enzymatycznych i strukturalnych komórki. W wiêk-
szoœci komórek podczas apoptozy ulegaj¹ proteolizie takie bia³ka jak laminy j¹dro-
we, histony, polimeraza poli-ADP-rybozy (PARP), bia³ka decyduj¹ce o prawid³owym
przebiegu cyklu komórkowego. Na tym etapie apoptozy niezwykle istotn¹ rolê od-
grywaj¹ bia³ka rodziny Bcl-2 (ang. B-cell leukemia/lymphoma-2), które mog¹ przyœpie-
szaæ lub hamowaæ proces apoptozy (14). Na rodzinê bia³ek Bcl-2 sk³adaj¹ siê zarów-
no bia³ka stymuluj¹ce apoptozê (Bax, Bak, Bcl-Xs, Bok/Mtd) jak i hamuj¹ce ten proces
(Bcl-2, Bcl-Xl, Bcl-W, Mcl-1, NR-13) (15). Wystêpuj¹ one w b³onach siateczki œródpla-
zmatycznej, oko³oj¹drowej oraz mitochondrialnej. Bia³ko Bcl-2 hamuje apoptozê
wywo³an¹ ró¿nymi czynnikami, a jego obecnoœæ stwierdzono równie¿ w komórkach
rozrodczych ssaków (16). Bia³ka te reguluj¹ przepuszczalnoœæ b³on mitochondrial-
nych. Produkt bia³kowy genu Bcl-2 blokuje jeden z krytycznych stopni w przekazywa-
niu sygna³u apoptozy, a mianowicie wyp³yw jonów Ca2+ z mobilnej puli zlokalizowa-
nej w siateczce œródplazmatycznej. Uwalniany z siateczki Ca2+ uczestniczy w akty-
wacji dwóch enzymów bior¹cych udzia³ w procesach dezintegracyjnych: endonukleazy
DNA oraz transglutaminazy uczestnicz¹cej w tworzeniu cia³ek apoptotycznych (17).

W fazie wykonawczej dochodzi do otwarcia megakana³ów mitochondrialnych,
spadku mitochondrialnego potencja³u transb³onowego (�’Ym), który prowadzi do
uwolnienia czynnika indukuj¹cego apoptozê AIF (ang. apoptosis inducing factor) oraz
cytochromu c, który w trakcie apoptozy ³¹cz¹c siê z kaspaz¹ 9 powoduje stymulacje
kaspaz i samobójstwo komórki (18). W przypadku apoptozy enzymy tn¹ dwunicio-
wy DNA. Pêkniêcia ³añcucha DNA mo¿na wykrywaæ stosuj¹c metodê TUNEL (ang. ter-

minal deoxynucleotydyl transferase mediated d-UTP nick end-labeling), przez wbudowy-
wanie dUTP sprzê¿onego z fluorescein¹, czy digoksygenin¹ w ³añcuch DNA w miej-
scach pêkniêæ, przy zastosowaniu terminalnej transferazy lub polimerazy DNA (19).
Wybór metody identyfikacji apoptozy zale¿y nie tylko od rodzaju induktora, ale tak-
¿e od rodzaju komórek i aktywacji w nich ró¿nych procesów biochemicznych.
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2.1. Apoptoza w gonadach i gametach mêskich

Istnieje wiele przyk³adów apoptozy zachodz¹cej w rozwoju koñczyn, chrz¹stek
i koœci czy zrastania siê podniebienia. Zjawisko to jest nasilone w tkankach produkuj¹-
cych nowe komórki. Wydaje siê, ¿e zjawisko apoptozy mo¿e mieæ te¿ ogromne zna-
czenie w biologii rozrodu (20). Szczególnie w gonadach mêskich komórki pochodz¹ce
z pnia s¹ stale nara¿one na uszkodzenia genetyczne, gdy¿ spermatogeneza jest proce-
sem kreuj¹cym de novo materia³ genetyczny. W trakcie tego procesu spermatydy pod-
legaj¹ charakterystycznym przekszta³ceniom morfologiczno-biochemicznym prowa-
dz¹cym do powstania dojrza³ego, zdolnego do zap³odnienia plemnika (21). Jedn¹
z charakterystycznych zmian jest kondensacja chromatyny j¹drowej. Proces ten polega
na zast¹pieniu bia³ek histoniowych chromatyny przez protaminy – niewielkie bia³ka
o du¿ej zawartoœci argininy i cysteiny. W obrêbie j¹dra komórkowego zachodz¹ zmia-
ny strukturalne na poziomie molekularnym polegaj¹ce na utlenieniu grup sulfhydrylo-
wych (-SH) protamin do postaci mostków dwusiarczkowych (-S-S-) stabilizuj¹cych chro-
matynê plemników. Po zakoñczeniu kondensacji DNA plemników jest w wysokim
stopniu zagêszczone (22). Proces kondensacji chromatyny jest wra¿liwy na czynniki,
które mog¹ zak³óciæ jego przebieg. W badaniach przeprowadzonych na mro¿onym na-
sieniu buhajów (23) wykazano wystêpowanie wysokiej korelacji miêdzy uszkodzenia-
mi chromatyny a p³odnoœci¹ uzyskiwan¹ po inseminacji tym nasieniem (24). Wadom
struktury chromatyny towarzyszy obecnoœæ w plemnikach luŸnych krótkich odcinków
DNA, bêd¹cych wynikiem degradacji chromatyny (25).

Próbuj¹c wyt³umaczyæ powody pofragmentowania DNA plemników wysuniêto
trzy hipotezy:

– Niew³aœciwe upakowanie DNA i zaburzenia w tworzeniu mostków dwusiarcz-
kowych (26).

– Reaktywne formy tlenu – ROS (ROS, ang. Reactive Oxygien Species) indukuj¹
pêkniêcia DNA prowadz¹c do powstania du¿ych fragmentów 1-2 miliony par zasad.
Zjawisko to poprzedza dalsz¹ fragmentacjê DNA (27,28).

– Fragmentacja DNA spowodowana zjawiskiem apoptozy (29).

Zagêszczenie chromatyny jest niew¹tpliwie konieczne ze wzglêdu na dostoso-
wanie rozmiarów DNA do zmniejszonej objêtoœci j¹dra w dojrza³ych plemnikach
(30). Specyficzna gatunkowo budowa morfologiczna i sztywnoœæ chromatyny poma-
gaj¹ prawdopodobnie w penetracji os³onki przejrzystej. Mo¿e ono s³u¿yæ tak¿e in-
nym celom takim jak ochrona materia³u genetycznego przed niekorzystnym wp³y-
wem czynników zewnêtrznych, u³atwianie rozpakowania, a tak¿e procesom zacho-
dz¹cym po wnikniêciu plemnika do komórki jajowej. Uszkodzenia DNA plemników,
czy jego niew³aœciwe przemiany w komórce jajowej mog¹ byæ przyczyn¹ defektów
genetycznych zarodków prowadz¹c do ich wczesnego obumierania (31).

W wielu doœwiadczeniach wskazuje siê na stres oksydacyjny jako na jeden
z czynników, który mo¿e powodowaæ pofragmentowanie DNA oraz na g³ówn¹ rolê
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mitochondriów w przebiegu apoptozy (32). Stres oksydacyjny jest bowiem jednym
z czynników, który mo¿e spowodowaæ otwarcie megakana³u mitochondrialnego.
Otwarcie megakana³u i wyp³yw jonów wapnia z mitochondriów poprzedza zdaniem
Kroemera i wsp. (1997) inne zmiany charakterystyczne dla apoptozy takie jak kon-
densacja chromatyny, fragmentacja DNA i zmiany w b³onie komórkowej. Mo¿e to
prowadziæ do tworzenia du¿ych iloœci reaktywnych form tlenu. Wykazano, ¿e ROS
wyzwalaj¹ zmiany apoptotyczne komórek gametogenicznych w j¹drze (16).

Szczególne zainteresowanie budzi zw³aszcza trzecia hipoteza.
Z przeprowadzonych doœwiadczeñ na ludzkim materiale wynika, ¿e jedno sper-

matogonium daje oko³o 100 spermatyd, liczba ta odbiega zatem znacz¹co od teore-
tycznej liczby 4096 (33). Fakt ten wskazuje na zaanga¿owanie w proces spermatoge-
nezy fizjologicznej œmierci komórek. Obecnie coraz wiêcej naukowców sk³ania siê
ku wnioskowi, ¿e apoptoza komórek plemnikotwórczych jest podstawowym mecha-
nizmem prawid³owej spermatogenezy (34). Wiadomo, ¿e apoptoza jest nasilona
w tkankach produkuj¹cych nowe komórki. Do takich nale¿y w³aœnie nab³onek plem-
nikotwórczy ssaków. W kanalikach krêtych ssaków apoptoza jest regulowana g³ów-
nie przez komórki somatyczne, tj. Sertoliego (podporowe) w nab³onku plemniko-
twórczym i Leydiga w tkance œródmi¹¿szowej oraz interakcje pomiêdzy samymi ko-
mórkami gametogenicznymi. Apoptoza w procesie spermatogenezy pojawia siê spon-
tanicznie; w j¹drach doros³ych szczurów obserwowana jest w ka¿dym stadium cyklu
spermatogenicznego (16). W j¹drach m³odych samców myszy podczas pierwszych
cykli spermatogenezy zaobserwowano nasilon¹ apoptozê, która zbiega siê z wyso-
kim poziomem bia³ka Bax warunkuj¹cego póŸniejszy, prawid³owy przebieg sperma-
togenezy u doros³ych osobników. U mê¿czyzn z azospermi¹ i oligozoospermi¹ ob-
serwowano wzrost czêstotliwoœci procesu apoptozy komórek plemnikotwórczych
w tkance j¹drowej w porównaniu z mê¿czyznami z prawid³ow¹ spermatogenez¹
(35-37). Spadek gonadotropin i testosteronu sprzyja apoptozie komórek plemniko-
twórczych.

O ile wykonano wiele badañ nad zjawiskiem apoptozy w procesie spermatoge-
nezy, o tyle istnieje niewiele prac poœwiêconych temu zagadnieniu w ejakulowanych
plemnikach. Gorczyca i wsp. (38) jako pierwsi zasugerowali, ¿e fragmentacja DNA
ejakulowanych plemników jest analogiczna do apoptozy komórek somatycznych.
Dotychczasowe badania w tym zakresie skoncentrowane s¹ g³ównie na wykrywaniu
apoptozy ejakulowanych plemników u mê¿czyzn, u których stwierdzono zaburzenia
p³odnoœci. Zmiany apoptotyczne w plemnikach u tych mê¿czyzn by³y pozytywnie
skorelowane z ró¿nymi formami zmian morfologicznych tych plemników, np. zmia-
ny w g³ówce plemnika, wstawce i witkach. Shen i wsp. (39) przeprowadzili doœwiad-
czenia na ludzkich plemnikach. Z przeprowadzonych badañ wynika, ¿e przeciêtnie
oko³o 45% plemników w ejakulacie posiada³o zmiany apoptotyczne, wykryte na pod-
stawie barwienia przy u¿yciu aneksyny V-FITC. Wykazano pozytywn¹ korelacjê po-
miêdzy zjawiskiem apoptozy a nieprawid³owoœciami morfologicznymi plemników,
natomiast odwrotn¹ korelacjê z ruchliwoœci¹ i ¿ywotnoœci¹ plemników. Zini i wsp.
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(40) zaobserwowali wysok¹ korelacjê pomiêdzy denaturacj¹ i fragmentacj¹ DNA
plemników oraz wysokim poziomem uszkodzeñ DNA u niep³odnych mê¿czyzn
w porównaniu z p³odnymi. Mo¿na zatem wysun¹æ wniosek, ¿e przynajmniej u ludzi
bezp³odnoœæ jest zwi¹zana z nisk¹ integralnoœci¹ DNA. Istnieje równie¿ pogl¹d na
temat braku korelacji pomiêdzy uszkodzeniami chromatyny a zmianami morfolo-
gicznymi plemników (41). Wysuniêto te¿ przypuszczenie, ¿e obni¿ona p³odnoœæ
mo¿e byæ uwarunkowana uszkodzeniami w genomie plemnika. W badaniach na
plemnikach cz³owieka wykazano du¿¹ zmiennoœæ dekondensacji chromatyny j¹dro-
wej w morfologicznie normalnych plemnikach. Badania przeprowadzone na plemni-
kach buhaja, knura, cz³owieka wskazuj¹, ¿e wzrost wra¿liwoœci chromatyny na de-
naturacjê mo¿e byæ zwi¹zany z zaburzeniami spermatogenezy, zwiêkszonym odset-
kiem morfologicznie odbiegaj¹cych od normy plemników i obni¿on¹ p³odnoœci¹.
Jednoczeœnie, Evenson (42) stwierdzi³, ¿e w nasieniu cz³owieka plemniki z chroma-
tyn¹ podatn¹ na denaturacjê mog¹ stanowiæ nawet 100%. Wi¹¿e siê to prawdopo-
dobnie z faktem, ¿e chromatyna plemników cz³owieka jest bardziej wra¿liwa na de-
naturacjê ni¿ u innych gatunków.

Dotychczasowe prace na materiale zwierzêcym skoncentrowane s¹ na wykrywa-
niu ró¿nic w iloœci apoptotycznych plemników pomiêdzy œwie¿ym i mro¿onym na-
sieniem buhajów (43). W œwie¿ym nasieniu zaobserwowno oko³o 17% apoptotycz-
nych plemników, natomiast po zamro¿eniu i rozmro¿eniu nasienia liczba ta wzros³a
od 31 do 40%. Wykazano równie¿ znacz¹ce ró¿nice w iloœci apoptotycznych plemni-
ków pomiêdzy poszczególnymi osobnikami. Kriokonserwacja indukuje translokacje
fosfatydyloseryny (PS) na zewn¹trz b³ony i powoduje wzrost liczby komórek nekro-
tycznych i apoptotycznych w nasieniu. Wysuniêto przypuszczenie, ¿e obecnoœæ apo-
ptotycznych plemników w œwie¿ym nasieniu mo¿e byæ przyczyn¹ obni¿onej p³odno-
œci buhajów hodowlanych. Podobne doœwiadczenie wykonano na nasieniu knura
(44). Tu równie¿ zaobserwowano, ¿e po rozmro¿eniu w nasieniu drastycznie wzra-
sta procent komórek apoptotycznych nawet do 80% w porównaniu z nasieniem
œwie¿ym. Wiadomo, ¿e nasienie knura jest bardzo wra¿liwe na mro¿enie, jak rów-
nie¿ po ejakulacji bardzo wra¿liwe na szok ch³odowy. Ponadto g³ównym proble-
mem w przypadku mro¿enia nasienia, jak siê wydaje, jest bardzo zró¿nicowana in-
dywidualna podatnoœæ nasienia knurów na proces zamra¿ania. W przypadku nasie-
nia dyskusyjny pozostaje wybór metody identyfikacji tego procesu. Ze wzglêdu na
specyficzn¹ budowê plemnika i funkcje nie mo¿na opieraæ siê na zmianach morfolo-
gicznych, charakterystycznych dla komórek somatycznych, lecz skoncentrowaæ siê
na zmianach biochemicznych zachodz¹cych w komórkach. Obecnie przyjê³o siê apo-
ptoz¹ nazywaæ „proces, w którym poœrednikami w przekazywaniu sygna³u œmierci
s¹ kaspazy”. Uwa¿a siê bowiem, ¿e bez kaspaz apoptoza w ogóle nie mo¿e zacho-
dziæ. Nadal zaanga¿ownie kaspaz w proces apoptozy w ejakulowanych plemnikach
pozostaje nie wyjaœnione. W plemnikach myszy, kaspazy w ogóle nie s¹ obecne,
podczas gdy aktywnoœæ enzymatyczn¹ kaspazy – 3 wykryto w niewielkich iloœciach
w ludzkich plemnikach o niskiej ruchliwoœci (45). Wysoki procent plemników z ak-
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tywnymi kaspazami zosta³ znaleziony u bezp³odnych mê¿czyzn. Obecny stan wie-
dzy nie daje nam jednak pewnoœci, ¿e droga œmierci apoptotycznej w plemniku jest
analogiczna z modelem œmierci w komórkach somatycznych.

Praca wykonana w ramach projektu promotorskiego nr 2 P06D02330.
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