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Bcl-2 proteins in ovarian apoptosis
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

Apoptoze okresla sie jako fizjologiczng $mier¢ komorki co
oznacza, ze jest ona genetycznie zaprogramowanym procesem,
podczas ktérego komdrka bierze aktywny udziat we wiasnym
unicestwieniu. Pierwsza wzmianke na temat apoptozy datuje sie
na rok 1885, kiedy to Flemming zbadat zmiany morfologiczne
w komérkach wzgorka jajonosnego w zdrowych i degenerujg-
cych pecherzykach jajnikowych krélika (1,2). jajnik jest znakomi-
tym materiatem do badania apoptozy, zaréwno w okresie pre-jak
i postnatalnym. Gonada samicy cechuje sie bowiem najwyzszym
odsetkiem komorek podlegajacych apoptozie jak i najdtuzszym
czasem trwania tego procesu. Stwierdzono, ze w jajniku ptodu
ludzkiego do potowy cigzy powstaje okoto 7 milionéw komérek
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ptciowych, ale tylko ok. miliona pozostaje w momencie narodzin lub krétko po uro-
dzeniu (1). Liczba oocytéw ulega dalszej redukcji w trakcie wzrostu i rozwoju,
a W czasie menopauzy w jajniku stwierdza sie juz tylko kilkaset oocytéw, gtéwnie
atretycznych (3). Przyjmujac, ze w okresie reprodukcyjnym moze owulowaé okoto
400 oocytdéw, oznacza to, ze ponad 99,9% komérek piciowych ulega degeneracji.
Podobne straty komérek ptciowych w okresie pre- i postnatalnym wystepuja u samic
innych ssakéw, jak np. mysz, szczur czy krowa (4-6).

Prébujac wyjasni¢ te ogromng degeneracje, obejmujaca okoto dwaoch trzecich puli
pierwotnych komorek piciowych, ktéra nastepuje jeszcze podczas zycia ptodowego lub
wkrdtce po urodzeniu, Tilly (2) zaproponowat trzy hipotetyczne mechanizmy regulujace.
Pierwszy z nich, ,,$mier¢ przez zaniedbanie” (ang. death by neglect) jest nastepstwem zbyt
niskiej aktywnosci czynnikdw wzrostu, ktore sa znane jako zwiazki przeciwdziatajace
wystapieniu apoptozy. Drugi mechanizm, ,,$mier¢ przez uszkodzenie” (ang. death by de-
fect), wywotlany jest btedami podczas rekombinacji mejotycznej, a trzeci, nazwany ,,Smier¢
przez poswiecenie whasne” (ang. death by self-sacrifice), jest dowodem ,,altruizmu” komo-
rek. Pierwotne komorki piciowe poswiecajg sie na rzecz sasiadujgcej komorki w celu
zwiekszenia jej szans na przezycie, np. poprzez lepsze odzywianie.

Komorki, ktorym udato sie unikna¢ $mierci na drodze apoptozy w zyciu ptodo-
wym, po urodzeniu dziesigtkowane sg wskutek procesu zwanego atrezjg. Atrezja
moze wystgpi¢ w kazdym stadium rozwoju pecherzyka. Bodzcem inicjujacym atre-
zje pecherzykow: pierwotnego, pierwszego rzedu oraz matego przedantralnego
jest apoptoza oocytu. Natomiast w pecherzykach wiekszych, od stadium p6zno-
przedantralnego do owulacyjnego atrezja nastepuje w efekcie apoptozy komorek
wzgorka jajonosnego (7,8).

Oprdcz fizjologicznie zaprogramowanej smierci komorki proces apoptozy moze
by¢ réwniez indukowany czynnikami $rodowiskowymi lub terapia, np. antynowo-
tworowag. Stwierdzono, ze policykliczne weglowodory aromatyczne (PAH, ang. poly-
cyclic aromatic hydrocarbons), ktére powstajg w procesie spalania, takze w dymie ty-
toniowym, aktywujg apoptoze w oocytach (9,10).

W wewnatrzkomoérkowej ,,maszynerii”, ktéra u kregowcoéw decyduje o zyciu lub
$mierci komorki, wspotdziatajg oraz oddziatywajg na wewnatrzkomoérkowe organel-
le biatka roznych rodzin. W$rdd nich najwazniejszg role petnig biatka rodziny Bcl-2.

2. Aktywno$¢ biatek rodziny Bd-2 w apoptozie

Niewatpliwym przetomem w badaniach nad poznaniem funkcji biatka Bct-2 oraz
pokrewnych biatek tej rodziny, ktére uczestnicza w kontroli apoptozy, byto sktono-
wanie w 1985 r. genu bcl-2 (11). Dotychczasowa znajomo$¢ omawianych procesow
powstata w oparciu na wynikach uzyskanych in vitro, przy uzyciu izolowanych linii
komdrkowych. Fundamentalne znaczenie ma jednak okreslenie roli biatek Bct-2
W rozwoju organizmu i utrzymaniu jego homeostazy w warunkach in vivo.
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Biatka rodziny Bcl-2 sa ewolucyjnie konserwatywne, moga wykazywaé aktyw-
no$¢ pro- lub antyapoptotyczng. Wszystkie biatka tej rodziny charakteryzujg sie
obecnoscig co najmniej jednej z czterech domen homologii (BH, ang. Bcl-2 homology
domains). Domena BH3 biatek proapoptotycznych odpowiedzialna jest za wiasciwo-
Sci tych bialek promujgce $mieré (12,13). interakcja domeny BH3 z hydrofobowg
szczeling utworzong przez domeny BHI, BH2, BH3 antyapoptotycznych biatek ro-
dziny Bcl-2 neutralizuje $miercionosng aktywnos¢ biatek proapoptotycznych
(12,13). Zdolno$¢ biatek rodziny Bcl-2 do heterodimeryzacji jest niezbedna w kon-
troli zycia lub $mierci komorki. Smieré komoérki jest konsekwencja proceséw pro-
wadzacych do aktywacji kaspaz, ktora nastepuje bezposrednio lub przy udziale ‘re-
ceptoréw $mierci' iftub aktywacji proapoptotycznych czynnikdw mitochondrialnych
(12-14). Czesto sygnat apoptotyczny przekazywany jest do mitochondrium poprzez
wzbudzenie, modyfikacje i przemieszczenie proapoptotycznych biatek, ktére posia-
daja tylko domene BH3 (zaliczono tu biatka oznaczone jako Bid, Bad, Bim, Bil</Nbk,
BIk, Hrk, Bnip3, Nix, NOXA, PUMA i Bcl-Gg) (2,13). Aktywowane biatka, zawierajgce
‘tylko BH3', utatwiajg tworzenie heterodimerycznych komplekséw z proapoptotycz-
nymi biatkami rodziny Bcl-2 typu ‘multi-domain czyli posiadajacymi wiecej niz jedng
domene homologii (zaliczono tu biatka Bax, Bak, Bol</Mtd oraz Bcl-rambo) (2,13).

Biatka proapoptotyczne ufatwiaja tworzenie ‘poréw’ albo kanatow jonowych
w btonie mitochondrium. Wynikiem tych proceséw jest uwolnienie z przestrzeni
miedzybtonowej mitochondrium do cytozolu czynnikdw apoptotycznych takich jak:
cytochrom c, biatko Smac/DIABLO, czynnik AIF i endonuklezy G (2). Uwalnianie tych
czynnikbw moze by¢ zahamowane przez biatka antyapoptotyczne rodziny Bcl-2, do
ktorych zalicza sie Bcl-2, Bel-xj, Bel-w, Mcl-1, Al/Bfll i Bcl-B (2,13). Na tym etapie
wazg sie dalsze losy komérki. Decyzja - zycie albo $Smier¢ - zalezy od wzajem-
nych relacji ilosciowych miedzy biatkami pro- i antyapoptotycznymi. W przypadku
przewagi bialek proapoptotycznych dochodzi do obnizenia potencjatu btonowego
mitochondrium, zwiekszenia przepuszczalnosci tej btony oraz wyptywu wspomnia-
nych czynnikow apoptotycznych. Cytochrom ¢ wraz z prokaspazg 9 oraz czynnikiem
Apaf | tworzy strukture zwang apoptosomem. Apoptosom z kolei aktywuje kaspazy
wykonawcze za posrednictwem kaspazy inicjujacej - 9. Kaspazy wykonawcze od-
powiedzialne sg za $mier¢ komorki, ktéra nastepuje w wyniku proteolizy biatek cy-
toszkieletu i bton komérkowych, biatek odpowiedzialnych za organizacje prze-
strzenng DNA oraz samego DNA (2,14).

3. Biatka proapoptotyczne

Najdokfadniej poznanym biatkiem rodziny Bcl-2 o dziataniu proapoptotycznym
jest Bax. Pierwsze doniesienie na jego temat, powstate w oparciu na badaniach pro-
wadzonych na pecherzykach jajnikowych szczura, wskazywato na wystepowanie ko-
relacji miedzy jakoscig komédrek wzgorka jajonosnego a ekspresjg genu bax (15).
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Prawidtowe komorki wzgorka jajonosnego wykazywaty obnizong ekspresje genu
bax, natomiast ekspresja genow bcl-2 i bcl-x utrzymywana byta na niezmienionym
poziomie (15). Kotejne doswiadczenia na jajnikach szczura, matpy, a takze kobiety
potwierdzity wystepowanie zaleznosci miedzy podwyzszong ekspresjg genu bax na
poziomie mRNA oraz biatek a obnizong jakoscig komdrek wzgdrka jajonosnego
i wystepowaniem atrezji pecherzykow jajnikowych (16-18). Podobne wyniki uzyska-
no w badaniach na komérkach somatycznych i na jajnikach ptodowych myszy. Wy-
kazano, ze apoptozie towarzyszy zwiekszona ekspresja biatka Bax. jednoczesnie nie
obserwowano zmian w poziomie antyapoptotycznego biatka Bct-2 (19). Role biatka
Bax we wzbudzaniu apoptozy w komdrkach piciowych ptodu myszy potwierdzito
réwniez doswiadczenie Rucker i wsp. (20). Badacze ci wykazali, ze inaktywacja
biatka Bax, przy jednoczesnym braku biatka Bcl-x, zapobiega masowej apoptozie
oocytow. Natomiast wstrzykniecie biatka Bax do izolowanych oocytéw wywotywato
apoptoze (21). Stwierdzono ponadto, ze eliminacja z jajnika oocytow, w ktorych po-
wstaty anomalie na skutek btedow w mejozie nastepuje bez udziatu biatka Bax (22).
Doswiadczenie to wskazuje, ze w zenskich komérkach piciowych istnieja inne, nie-
zalezne od biatka Bax, sztaki sygnalizacji proapoptotycznej (22).

Zaleznos$¢ miedzy ekspresja genu bax a apoptoza w jajniku dobrze dokumentujg
badania nad mechanizmem $mierci oocytu pod wptywem policykticznych weglowo-
doréw aromatycznych (PAH). Wiadomo, ze wiele zwiazkéw chemicznych moze spo-
wodowac¢ uszkodzenia gonady zenskiej, jednak zwiazki tej klasy sg szczegOlnie nie-
bezpieczne z uwagi na obecno$¢ w oocytach wewnatrzkomérkowego biatka wig-
zacego PAH, ktére nazwane zostato receptorem AHR (ang. aryl hydrocarbon receptor)
(23,24). W dotychczas przeprowadzonych badaniach wskazuje sie, ze aktywacja re-
ceptora AHR bezposrednio reguluje ekspresje gendéw zaangazowanych w kontrole
Smierci oocytu (9). U myszy, ktorym podawano PAH, obserwowano gwattowny
wzrost ekspresji genu bax w oocytach, po czym wkrétce nastepowata apoptoza
(9,10). Na podstawie wynikdw tych doswiadczeri wskazuje sie, ze Smier¢ oocytow
spowodowana dziataniem PAH, przy udziale biatka wigzacego AHR, nastepuje we-
dtug ustalonej Sciezki genetycznej, niezaleznie od stadium rozwoju jajnika. Wyko-
rzystujagc model ksenograficzny stwierdzono, ze PAH wywotujg in vivo ekspresje bax
i apoptoze w oocytach ludzkich (9), co potwierdza ewolucyjny konserwatyzm tej
Sciezki apoptozy.

Podobnie jak w przypadku biatka Bax, wykazano pozytywng koretacje miedzy
ekspresjg wiekszosci proapoptotycznych biatek rodziny Bct-2 a wystepowaniem
apoptozy. Nadekspresja biatek Mtd/Bok (25) czy Bad (26) w komorkach wzgorka ja-
jonosnego wywotuje ich Smier¢. Ciekawostka jest, ze biatko Mtd/Bok heterodimery-
zuje specyficznie z antyapoptotycznym biatkiem Mcl-1 (25). Stwierdzono, ze komor-
ki wzgorka jajonosnego w rosngcych pecherzykach jajnikowych charakteryzuje
wczesny i ciagty wzrost transktyptow mRNA genu mcl-1, ktére najprawdopodobniej
majg zréwnowazy¢ proapoptotyczne dziatanie biatka Mtd/Bok (25).
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4. Biatka antyapoptotyczne

Najlepiej poznanym przedstawicielem biatek rodziny Bcl-2 o dziataniu antyapop-
totycznym jest biatko Bcl-2. Wytaczenie genu bcl-2 w jajnikach transgenicznej myszy
skutkowato obnizeniem liczby pierwotnych komérek ptciowych oraz pecherzykéw
jajnikowych (27). Natomiast w wyniku nadekspresji biatka Bcl-2 nastepowat spadek
apoptozy w komérkach pecherzyka oraz tworzenie sie guzéw wywodzacych sie
z komorek piciowych (28).

W przeciwienstwie do Bcl-2, wytgczenie genu bcl-x nie powodowato zmniejsze-
nia liczby pecherzykéw jajnikowych myszy (29). Doswiadczenie to wskazuje, ze eks-
presja Bcl-x nie jest konieczna dla zachowania zdrowych pecherzykéw jajnikowych,
a takze dowodzi istnienia mechanizmu kompensujgacego brak biatka Bcl-x, najpraw-
dopodobniej poprzez dziatanie innych biatek antyapoptotycznych. Mozliwe, ze na-
wet minimalna ilos¢ biatka Bcl-x wystarcza dla zachowania zdrowego, prawidtowe-
go pecherzyka w warunkach fizjologicznych (gdy nie dziata czynnik indukujacy apo-
ptoze), natomiast zwiekszona ekspresja genu bc/-x jest konieczna w sytuacji gdy na
komorke dziatajg bodZce apoptogenne (8).

W jajnikach ssakow wykryto réwniez biatko Boo/Diva, o aktywnos$ci antyapopto-
tycznej (30) i proapoptotycznej (31). Doswiadczenie Russella i wsp., (32) przeprowa-
dzone na jajnikach transgenicznej myszy z wylgczonym genem Boo/Diva nie wyka-
zato zadnych morfologicznych i fizjologicznych réznic w poréwnaniu z jajnikami sa-
micy nietransgenicznej (32). Najprawdopodobniej biatko Boo/Diva, podobnie jak
Bcl-x, nalezy do biatek, ktérych funkcja pro- lub antyapoptotyczna uzalezniona jest
od wzajemnych interakcji z innymi przedstawicielami biatek rodziny Bcl-2.

5. ApHkagJdny aspekt badan

Badania nad ekspresja gendw bax i bcl-2 majq aspekt aplikacyjny w medycynie
ludzkiej. U kobiet poddanych terapii przeciwnowotworowej dochodzi do nieptod-
nosci w wyniku utraty komoérek piciowych, ktéra nastepuje na drodze apoptozy
kontrolowanej przez biatko Bax. Uzywajac myszy jako zwierzecia modelowego wy-
kazano, zaréwno in vitro jak i in vivo, ze chemioterapeutyk, doxorubicin (Adriamycy-
na, 14-hydroxydaunomycyna) nie wywotuje apoptozy w oocytach z wytgczonym ge-
nem box (33). Najnowsze metody leczenia, zmierzajace do zminimalizowania szkod-
liwego wptywu chemio- i radioterapii, prowadzone sg dwutorowo, tj. albo poprzez
inaktywacje genu bax lub poprzez zwiekszenie ekspresji biatka Bcl-2 w oocytach
(34). Wyniki uzyskane na myszach wskazujg, ze powyzsze sposoby postepowania
moga by¢ skuteczne (34).

W dobie dynamicznego rozwoju biotechnologii rozrodu zwierzat niezwykle waz-
na jest jako$¢ materiatu uzywanego do doswiadczen, a takze ocena jakosci oocytow
i zarodkow uzyskanych metodami in vitro. W oocytach i zarodkach bydta wykazano
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wystepowanie korelacji miedzy ekspresjg biatek Bcl-2 i Bax a stopniem ich kompe-
tencji rozwojowej (35). W prawidtowych oocytach i zarodkach obserwuje sie prze-
wage biatek Bcl-2 nad Bax, natomiast sytuacja odwrotna cechuje oocyty i zarodki
0 oznakach apoptozy. Podobne rezultaty obserwowano u myszy (36). Mozna za-
ktadaé, ze ekspresja biatek Bcl-2 i Bax moze stuzy¢ jako marker jakosci oocytdw
[ blastocyst.

6. Podsumowanie

Proces apoptozy, odgrywajacy niezwykle istotng role zaréwno w oogenezie jak
i embriogenezie, znajduje sie pod kontrolg biatek rodziny Bcl-2. Poznanie moleku-
larnych szlakéw kierujacych $miercig oocytow otworzy nowe mozliwosci doskonale-
nia warunkéw hodowli in vitro oocytéw, ktdére przeznaczane sa do celow ekspery-
mentalnych jak i terapeutycznych. Z uwagi na fakt, ze apoptoza odpowiedzialna jest
za dziesigtkowanie oocytdéw juz od momentu powstawania jajnikow w zyciu ptodo-
wym, ograniczenie tego procesu pozwolitoby na petniejsze wykorzystanie poten-
cjalu rozrodczego samicy, a takze przedtuzenie zdolnosci reprodukcyjnej samicy.
Poznanie mechanizmdw kierujgcych apoptozg umozliwitoby réwniez opracowanie
nowych terapii nieptodnosci, a takze ulepszenie metod antykoncepcji. Kolejnym
istotnym aspektem badan nad apoptoza, o znaczeniu utylitarnym, jest mozliwos¢
opracowania bardziej skutecznych terapii antynowotworowych. Sterowanie biatkami
rodziny Bcl-2 moze stanowi¢ nieocenione narzedzie badawcze we wszystkich wy-
mienionych dziedzinach.

Praca finansowana ze $rodkéw KBN nr grantu promotorskiego 2P06D00728.
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