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Summary

Members of the Bcl-2 family are considered principal players in the cascade 
of events that activate or inhibit apoptosis. Recent evidence strongly supports 
fundamental role of Bcl-2 and related proteins in regulating ovarian cell death. 
This article will provide an overview of the current knowledge regarding Bcl-2 
proteins in programmed cell death in development of the ovary and the 
postnatal ovarian cycles.
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1. Wprowadzenie

Apoptozę określa się jako fizjologiczną śmierć komórki co 
oznacza, że jest ona genetycznie zaprogramowanym procesem, 
podczas którego komórka bierze aktywny udział we własnym 
unicestwieniu. Pierwszą wzmiankę na temat apoptozy datuje się 
na rok 1885, kiedy to Flemming zbadał zmiany morfologiczne 
w komórkach wzgórka jajonośnego w zdrowych i degenerują­
cych pęcherzykach jajnikowych królika (1,2). jajnik jest znakomi­
tym materiałem do badania apoptozy, zarówno w okresie pre-jak 
i postnatalnym. Gonada samicy cechuje się bowiem najwyższym 
odsetkiem komórek podlegających apoptozie jak i najdłuższym 
czasem trwania tego procesu. Stwierdzono, że w jajniku płodu 
ludzkiego do połowy ciąży powstaje około 7 milionów komórek
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płciowych, ale tylko ok. miliona pozostaje w momencie narodzin lub krótko po uro­
dzeniu (1). Liczba oocytów ulega dalszej redukcji w trakcie wzrostu i rozwoju, 
a w czasie menopauzy w jajniku stwierdza się już tylko kilkaset oocytów, głównie 
atretycznych (3). Przyjmując, że w okresie reprodukcyjnym może owulować około 
400 oocytów, oznacza to, że ponad 99,9% komórek płciowych ulega degeneracji. 
Podobne straty komórek płciowych w okresie pre- i postnatalnym występują u samic 
innych ssaków, jak np. mysz, szczur czy krowa (4-6).

Próbując wyjaśnić tę ogromną degenerację, obejmującą około dwóch trzecich puli 
pierwotnych komórek płciowych, która następuje jeszcze podczas życia płodowego lub 
wkrótce po urodzeniu, Tilly (2) zaproponował trzy hipotetyczne mechanizmy regulujące. 
Pierwszy z nich, „śmierć przez zaniedbanie” (ang. death by neglect) jest następstwem zbyt 
niskiej aktywności czynników wzrostu, które są znane jako związki przeciwdziałające 
wystąpieniu apoptozy. Drugi mechanizm, „śmierć przez uszkodzenie” (ang. death by de­
fect), wywołany jest błędami podczas rekombinacji mejotycznej, a trzeci, nazwany „śmierć 
przez poświęcenie własne” (ang. death by self-sacrifice), jest dowodem „altruizmu” komó­
rek. Pierwotne komórki płciowe poświęcają się na rzecz sąsiadującej komórki w celu 
zwiększenia jej szans na przeżycie, np. poprzez lepsze odżywianie.

Komórki, którym udało się uniknąć śmierci na drodze apoptozy w życiu płodo­
wym, po urodzeniu dziesiątkowane są wskutek procesu zwanego atrezją. Atrezja 
może wystąpić w każdym stadium rozwoju pęcherzyka. Bodźcem inicjującym atre- 
zję pęcherzyków: pierwotnego, pierwszego rzędu oraz małego przedantralnego 
jest apoptoza oocytu. Natomiast w pęcherzykach większych, od stadium późno- 
przedantralnego do owulacyjnego atrezja następuje w efekcie apoptozy komórek 
wzgórka jajonośnego (7,8).

Oprócz fizjologicznie zaprogramowanej śmierci komórki proces apoptozy może 
być również indukowany czynnikami środowiskowymi lub terapią, np. antynowo- 
tworową. Stwierdzono, że policykliczne węglowodory aromatyczne (PAH, ang. poly­
cyclic aromatic hydrocarbons), które powstają w procesie spalania, także w dymie ty­
toniowym, aktywują apoptozę w oocytach (9,10).

W wewnątrzkomórkowej „maszynerii”, która u kręgowców decyduje o życiu lub 
śmierci komórki, współdziałają oraz oddziaływają na wewnątrzkomórkowe organel­
le białka różnych rodzin. Wśród nich najważniejszą rolę pełnią białka rodziny Bcl-2.

2. Aktywność białek rodziny Bd-2 w apoptozie

Niewątpliwym przełomem w badaniach nad poznaniem funkcji białka Bcł-2 oraz 
pokrewnych białek tej rodziny, które uczestniczą w kontroli apoptozy, było skłono- 
wanie w 1985 r. genu bcl-2 (11). Dotychczasowa znajomość omawianych procesów 
powstała w oparciu na wynikach uzyskanych in vitro, przy użyciu izolowanych linii 
komórkowych. Fundamentalne znaczenie ma jednak określenie roli białek Bcł-2 
w rozwoju organizmu i utrzymaniu jego homeostazy w warunkach in vivo.
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Białka rodziny Bcl-2 są ewolucyjnie konserwatywne, mogą wykazywać aktyw­
ność pro- lub antyapoptotyczną. Wszystkie białka tej rodziny charakteryzują się 
obecnością co najmniej jednej z czterech domen homologii (BH, ang. Bcl-2 homology 
domains). Domena BH3 białek proapoptotycznych odpowiedzialna jest za właściwo­
ści tych białek promujące śmierć (12,13). interakcja domeny BH3 z hydrofobową 
szczeliną utworzoną przez domeny BHl, BH2, BH3 antyapoptotycznych białek ro­
dziny Bcl-2 neutralizuje śmiercionośną aktywność białek proapoptotycznych 
(12,13). Zdolność białek rodziny Bcl-2 do heterodimeryzacji jest niezbędna w kon­
troli życia lub śmierci komórki. Śmierć komórki jest konsekwencją procesów pro­
wadzących do aktywacji kaspaz, która następuje bezpośrednio lub przy udziale ‘re­
ceptorów śmierci’ i/łub aktywacji proapoptotycznych czynników mitochondrialnych 
(12-14). Często sygnał apoptotyczny przekazywany jest do mitochondrium poprzez 
wzbudzenie, modyfikację i przemieszczenie proapoptotycznych białek, które posia­
dają tylko domenę BH3 (zaliczono tu białka oznaczone jako Bid, Bad, Bim, Bil</Nbk, 
Blk, Hrk, Bnip3, Nix, NOXA, PUMA i Bcl-Gg) (2,13). Aktywowane białka, zawierające 
‘tylko BH3’, ułatwiają tworzenie heterodimerycznych kompleksów z proapoptotycz- 
nymi białkami rodziny Bcl-2 typu ‘multi-domain czyli posiadającymi więcej niż jedną 
domenę homologii (zaliczono tu białka Bax, Bak, Bol</Mtd oraz Bcl-rambo) (2,13).

Białka proapoptotyczne ułatwiają tworzenie ‘porów’ albo kanałów jonowych 
w błonie mitochondrium. Wynikiem tych procesów jest uwolnienie z przestrzeni 
międzybłonowej mitochondrium do cytozolu czynników apoptotycznych takich jak: 
cytochrom c, białko Smac/DIABLO, czynnik AlF i endonuklezy G (2). Uwalnianie tych 
czynników może być zahamowane przez białka antyapoptotyczne rodziny Bcl-2, do 
których zalicza się Bcl-2, Bcl-xj, Bcl-w, Mcl-1, Al/Bfll i Bcl-B (2,13). Na tym etapie 
ważą się dalsze losy komórki. Decyzja - życie albo śmierć - zależy od wzajem­
nych relacji ilościowych między białkami pro- i antyapoptotycznymi. W przypadku 
przewagi białek proapoptotycznych dochodzi do obniżenia potencjału błonowego 
mitochondrium, zwiększenia przepuszczalności tej błony oraz wypływu wspomnia­
nych czynników apoptotycznych. Cytochrom c wraz z prokaspazą 9 oraz czynnikiem 
Apaf 1 tworzy strukturę zwaną apoptosomem. Apoptosom z kolei aktywuje kaspazy 
wykonawcze za pośrednictwem kaspazy inicjującej - 9. Kaspazy wykonawcze od­
powiedzialne są za śmierć komórki, która następuje w wyniku proteolizy białek cy- 
toszkieletu i błon komórkowych, białek odpowiedzialnych za organizację prze­
strzenną DNA oraz samego DNA (2,14).

3. Białka proapoptotyczne

Najdokładniej poznanym białkiem rodziny Bcl-2 o działaniu proapoptotycznym 
jest Bax. Pierwsze doniesienie na jego temat, powstałe w oparciu na badaniach pro­
wadzonych na pęcherzykach jajnikowych szczura, wskazywało na występowanie ko­
relacji między jakością komórek wzgórka jajonośnego a ekspresją genu bax (15).
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Prawidłowe komórki wzgórka jajonośnego wykazywały obniżoną ekspresję genu 
bax, natomiast ekspresja genów bcl-2 i bcl-x utrzymywana była na niezmienionym 
poziomie (15). Kołejne doświadczenia na jajnikach szczura, małpy, a także kobiety 
potwierdziły występowanie zależności między podwyższoną ekspresją genu bax na 
poziomie mRNA oraz białek a obniżoną jakością komórek wzgórka jajonośnego 
i występowaniem atrezji pęcherzyków jajnikowych (16-18). Podobne wyniki uzyska­
no w badaniach na komórkach somatycznych i na jajnikach płodowych myszy. Wy­
kazano, że apoptozie towarzyszy zwiększona ekspresja białka Bax. jednocześnie nie 
obserwowano zmian w poziomie antyapoptotycznego białka Bcł-2 (19). Rolę białka 
Bax we wzbudzaniu apoptozy w komórkach płciowych płodu myszy potwierdziło 
również doświadczenie Rucker i wsp. (20). Badacze ci wykazali, że inaktywacja 
białka Bax, przy jednoczesnym braku białka Bcl-x, zapobiega masowej apoptozie 
oocytów. Natomiast wstrzyknięcie białka Bax do izolowanych oocytów wywoływało 
apoptozę (21). Stwierdzono ponadto, że eliminacja z jajnika oocytów, w których po­
wstały anomalie na skutek błędów w mejozie następuje bez udziału białka Bax (22). 
Doświadczenie to wskazuje, że w żeńskich komórkach płciowych istnieją inne, nie­
zależne od białka Bax, szłaki sygnalizacji proapoptotycznej (22).

Zależność między ekspresją genu bax a apoptozą w jajniku dobrze dokumentują 
badania nad mechanizmem śmierci oocytu pod wpływem policykłicznych węglowo­
dorów aromatycznych (PAH). Wiadomo, że wiele związków chemicznych może spo­
wodować uszkodzenia gonady żeńskiej, jednak związki tej klasy są szczególnie nie­
bezpieczne z uwagi na obecność w oocytach wewnątrzkomórkowego białka wią­
żącego PAH, które nazwane zostało receptorem AHR (ang. aryl hydrocarbon receptor) 
(23,24). W dotychczas przeprowadzonych badaniach wskazuje się, że aktywacja re­
ceptora AHR bezpośrednio reguluje ekspresję genów zaangażowanych w kontrolę 
śmierci oocytu (9). U myszy, którym podawano PAH, obserwowano gwałtowny 
wzrost ekspresji genu bax w oocytach, po czym wkrótce następowała apoptoza 
(9,10). Na podstawie wyników tych doświadczeń wskazuje się, że śmierć oocytów 
spowodowana działaniem PAH, przy udziale białka wiążącego AHR, następuje we­
dług ustalonej ścieżki genetycznej, niezależnie od stadium rozwoju jajnika. Wyko­
rzystując model ksenograficzny stwierdzono, że PAH wywołują in vivo ekspresję bax 
i apoptozę w oocytach ludzkich (9), co potwierdza ewolucyjny konserwatyzm tej 
ścieżki apoptozy.

Podobnie jak w przypadku białka Bax, wykazano pozytywną korełację między 
ekspresją większości proapoptotycznych białek rodziny Bcł-2 a występowaniem 
apoptozy. Nadekspresja białek Mtd/Bok (25) czy Bad (26) w komórkach wzgórka ja­
jonośnego wywołuje ich śmierć. Ciekawostką jest, że białko Mtd/Bok heterodimery- 
zuje specyficznie z antyapoptotycznym białkiem Mcl-1 (25). Stwierdzono, że komór­
ki wzgórka jajonośnego w rosnących pęcherzykach jajnikowych charakteryzuje 
wczesny i ciągły wzrost transktyptów mRNA genu mcl-1, które najprawdopodobniej 
mają zrównoważyć proapoptotyczne działanie białka Mtd/Bok (25).
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4. Białka antyapoptotyczne

Najlepiej poznanym przedstawicielem białek rodziny Bcl-2 o działaniu antyapop- 
totycznym jest białko Bcl-2. Wyłączenie genu bcl-2 w jajnikach transgenicznej myszy 
skutkowało obniżeniem liczby pierwotnych komórek płciowych oraz pęcherzyków 
jajnikowych (27). Natomiast w wyniku nadekspresji białka Bcl-2 następował spadek 
apoptozy w komórkach pęcherzyka oraz tworzenie się guzów wywodzących się 
z komórek płciowych (28).

W przeciwieństwie do Bcl-2, wyłączenie genu bcl-x nie powodowało zmniejsze­
nia liczby pęcherzyków jajnikowych myszy (29). Doświadczenie to wskazuje, że eks­
presja Bcl-x nie jest konieczna dla zachowania zdrowych pęcherzyków jajnikowych, 
a także dowodzi istnienia mechanizmu kompensującego brak białka Bcl-x, najpraw­
dopodobniej poprzez działanie innych białek antyapoptotycznych. Możliwe, że na­
wet minimalna ilość białka Bcl-x wystarcza dla zachowania zdrowego, prawidłowe­
go pęcherzyka w warunkach fizjologicznych (gdy nie działa czynnik indukujący apo- 
ptozę), natomiast zwiększona ekspresja genu bc/-x jest konieczna w sytuacji gdy na 
komórkę działają bodźce apoptogenne (8).

W jajnikach ssaków wykryto również białko Boo/Diva, o aktywności antyapopto- 
tycznej (30) i proapoptotycznej (31). Doświadczenie Russella i wsp., (32) przeprowa­
dzone na jajnikach transgenicznej myszy z wyłączonym genem Boo/Diva nie wyka­
zało żadnych morfologicznych i fizjologicznych różnic w porównaniu z jajnikami sa­
micy nietransgenicznej (32). Najprawdopodobniej białko Boo/Diva, podobnie jak 
Bcl-x, należy do białek, których funkcja pro- lub antyapoptotyczna uzależniona jest 
od wzajemnych interakcji z innymi przedstawicielami białek rodziny Bcl-2.

5. ApHkaqJny aspekt badań

Badania nad ekspresją genów bax i bcl-2 mają aspekt aplikacyjny w medycynie 
ludzkiej. U kobiet poddanych terapii przeciwnowotworowej dochodzi do niepłod­
ności w wyniku utraty komórek płciowych, która następuje na drodze apoptozy 
kontrolowanej przez białko Bax. Używając myszy jako zwierzęcia modelowego wy­
kazano, zarówno in vitro jak i in vivo, że chemioterapeutyk, doxorubicin (Adriamycy- 
na, 14-hydroxydaunomycyna) nie wywołuje apoptozy w oocytach z wyłączonym ge­
nem box (33). Najnowsze metody leczenia, zmierzające do zminimalizowania szkod­
liwego wpływu chemio- i radioterapii, prowadzone są dwutorowo, tj. albo poprzez 
inaktywację genu bax lub poprzez zwiększenie ekspresji białka Bcl-2 w oocytach 
(34). Wyniki uzyskane na myszach wskazują, że powyższe sposoby postępowania 
mogą być skuteczne (34).

W dobie dynamicznego rozwoju biotechnologii rozrodu zwierząt niezwykle waż­
na jest jakość materiału używanego do doświadczeń, a także ocena jakości oocytów 
i zarodków uzyskanych metodami in vitro. W oocytach i zarodkach bydła wykazano
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występowanie korelacji między ekspresją białek Bcl-2 i Bax a stopniem ich kompe­
tencji rozwojowej (35). W prawidłowych oocytach i zarodkach obserwuje się prze­
wagę białek Bcl-2 nad Bax, natomiast sytuacja odwrotna cechuje oocyty i zarodki
0 oznakach apoptozy. Podobne rezultaty obserwowano u myszy (36). Można za­
kładać, że ekspresja białek Bcl-2 i Bax może służyć jako marker jakości oocytów
1 blastocyst.

6. Podsumowanie

Proces apoptozy, odgrywający niezwykle istotną rolę zarówno w oogenezie jak 
i embriogenezie, znajduje się pod kontrolą białek rodziny Bcl-2. Poznanie moleku­
larnych szlaków kierujących śmiercią oocytów otworzy nowe możliwości doskonale­
nia warunków hodowli in vitro oocytów, które przeznaczane są do celów ekspery­
mentalnych jak i terapeutycznych. Z uwagi na fakt, że apoptoza odpowiedzialna jest 
za dziesiątkowanie oocytów już od momentu powstawania jajników w życiu płodo­
wym, ograniczenie tego procesu pozwoliłoby na pełniejsze wykorzystanie poten­
cjału rozrodczego samicy, a także przedłużenie zdolności reprodukcyjnej samicy. 
Poznanie mechanizmów kierujących apoptozą umożliwiłoby również opracowanie 
nowych terapii niepłodności, a także ulepszenie metod antykoncepcji. Kolejnym 
istotnym aspektem badań nad apoptozą, o znaczeniu utylitarnym, jest możliwość 
opracowania bardziej skutecznych terapii antynowotworowych. Sterowanie białkami 
rodziny Bcl-2 może stanowić nieocenione narzędzie badawcze we wszystkich wy­
mienionych dziedzinach.

Praca finansowana ze środków KBN nr grantu promotorskiego 2P06D00728.
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