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Proapoptotické a antiapoptotické faktory béhem starnuti
oocytu prasete

Souhrn

Kultivace oocyti in vitro je dulezita biotechnologicka metoda uplatiiujici se v bézné
praxi in vitro fertilizace (IVF) zvifat i lidi. Ve zralych oocytech vystavenych prodlouZzené
kultivaci dochazi k fadé biochemickych i morfologickych zmén vedoucich k apoptoze, které
jsou mimo jiné charakteristické i mirou exprese proapoptotickych a antiapoptotickych faktoru
rodiny Bcl-2.

Tato diplomova prace se zamétuje na detailn€jsi poznani chovani faktorii zapojenych do
procesu apoptozy béhem prodlouzené kultivace, tedy starnuti oocyti. Cilem prace bylo ovéfit
hypotézu, Ze se béhem starnuti praseich oocytl exprese proapoptotického proteinu Bax
zvysuje, zatimco exprese antiapoptotického proteinu Bcl — x1 se snizuje.

Zaucelem ovéfeni hypotézy byla provedena imunolokalizace proapoptotického faktoru Bax
a antiapoptotického faktoru Bcl — x1 v prasecich oocytech dozralych do druhé meiotické
metafaze (MII) a nasledné vystavenych prodlouzené kultivaci. Mira exprese daného proteinu
byla méfena Vv Case, kdy oocyt dosahl druhé meiotické metafaze (MII) (0 hodin), a dale po 24,
48 a 72 hodinach. Oocyty byly snimany konfokalnim mikroskopem a ziskané snimky byly
hodnoceny analyzou obrazu.

Oba proteiny rodiny Bcl — 2, tedy proapoptoticky faktor Bax a antiapoptoticky faktor Bcl —
xl, byly lokalizovany jak v oocytech ve stadiu MII (0 hodin kultivace), tak v oocytech, které
byly vystaveny starnuti béhem prodlouzené kultivace po dobu 24, 48 a 72 hodin. Nejvyssi
narist exprese proapoptotického faktoru Bax oproti oocytim ve stadiu MII byl naméfen po 24
hodinach kultivace in vitro, takze je ziejmé, Ze k indukci procesu apoptoézy ve starnoucim
oocytu prasete dochazi jiz béhem prvnich 24 hodin starnuti. Nasledny postupny pokles exprese
poukazuje na degradaci proteini Bax indukovanou aktivaci kaspaz. V ptipadé sledovani
exprese antiapoptotického markeru Bcl — x| byl pozorovan pokles relativni optické intenzity
sledovaného signélu proteinu s dobou kultivace in vitro. Tento pokles v expresi je s ohledem
na aktivaci proapoptotického faktoru Bcl — xI v prvnich 24 hodinach logicky.

Klic¢ova slova: Apoptoza, BAX, Bcl-xl



Proapoptotic and antiapoptotic factors during aging of
porcine oocytes

Summary

In vitro oocyte culture is an important biotechnological method used in the common practice of
in vitro fertilization (IVF) of animals and humans. A number of biochemical and morphological
changes leading to apoptosis occur in mature oocytes exposed to prolonged culture, which are
characterized, among other things, by the level of expression of proapoptotic and antiapoptotic
factors of the Bcl-2 family.

This diploma thesis focuses on a more detailed understanding of the behavior of factors
involved in the process of apoptosis during prolonged cultivation, ie oocyte aging. The aim of
the study was to verify the hypothesis that during the aging of porcine oocytes, the expression
of the proapoptotic protein Bax increases, while the expression of the antiapoptotic protein Bcl
- XI decreases.

To verify the hypothesis, immunolocalization of proapoptotic factor Bax and antiapoptotic
factor Bcl - xI was performed in porcine oocytes matured to the second meiotic metaphase (MlII)
and subsequently exposed to prolonged culture. The level of expression of a given protein was
measured at the time when the oocyte reached the second meiotic metaphase (M) (O hours),
and then at 24, 48 and 72 hours. Oocytes were scanned with a confocal microscope and the
images obtained were evaluated by image analysis.

Both Bcl-2 family proteins, proapoptotic factor Bax and antiapoptotic factor Bcl-xI, were
localized in both MIl-stage oocytes (0 hours of culture) and in oocytes that were aging during
prolonged cultivation for 24, 48 and 72 days. hours. The highest increase in proapoptotic factor
Bax expression over MII stage oocytes was measured after 24 hours of in vitro culture, so it is
clear that induction of the apoptosis process in the aging pig oocyte occurs during the first 24
hours of aging. The subsequent gradual decrease in expression indicates the degradation of Bax
proteins induced by caspase activation. In the case of monitoring the expression of the
antiapoptotic marker Bcl - xI, a decrease in the relative optical intensity of the monitored protein
signal was observed with the time of in vitro culture. This decrease in expression is logical with
respect to the activation of the proapoptotic factor Bcl - xI in the first 24 hours.

Keywords: Apoptosis, BAX, Bcl-xI
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1. Uvod

Zralé ovulované oocyty se vyznacuji pomérn¢ kratkou zivotnosti a jejich vyvojova
kompetence je zachovana pouze po omezenou dobu. Z tohoto divodu musi byt sav¢i oocyty
oplozovany do nékolika hodin po ovulaci. Pokud k oplozeni nedojde, zlstavaji oocyty ve
vejcovodu nebo v kultufe in vitro, kde podléhaji komplexu funkénich a morfologickych zmén
oznaCovanych jako starnuti, které mohou vést az k jejich apoptotickému nebo nekrotickému
zaniku. VSechny tyto zmény vyznamné snizuji kvalitu a zivotaschopnost oocytil, coz vede
k poklesu uspé$nosti metod reprodukénich biotechnologii, které posledni dobou dosahuji
velkého rozvoje nejen u lidi, ale také u zvitat. I pfes znacny pokrok ve vyvoji reprodukcnich
technologii je pravé kvalita oocyti kultivovanych v in vitro podminkach stale neuspokojiva,
a proto by nemélo byt stanoveni podminek pro optimélni zrani ani vhodné nacasovani oplozeni
podcenovano.

Starnuti oocyti muze v kone¢ném duasledku vést az k jejich partenogenetické aktivaci,
lyze nebo fragmentaci, kterd je znakem fizené bunééné smrti, apoptdézy. Na regulaci
apoptotického procesu se vyznamné podileji proteiny z rodiny Bcl — 2 zahrnujici jednak faktory
proapoptotické, které podporuji smrt oocytu a mezi které fadime také protein Bax, a jednak
antiapoptotické faktory, které naopak tizenou bunéénou smrt v oocytu oddaluji a mezi které
patii protein Bel — xI. Relativni mnoZstvi nebo rovnovaha mezi t€émito pro — a antiapoptotickymi
proteiny ovliviiuje nejen nastartovani apoptozy, ale také vysledny osud buiiky.

V reprodukénich biotechnologiich jsou oocyty ziskavany piedevsim pro ucely in vitro
oplozeni (IVF). U téchto oocytd vétsinou k manifestaci morfologickych zmén souvisejicich se
starnutim oocytu nedochézi, protoZe zralé oocyty jsou béhem nékolika hodin pouzity prave pro
ucely IVF. I pfesto v oocytu ke zméndm, byt’ na pohled neviditelnym, dochazi. Tyto zmény se
mohou nasledné projevit nejen na kvalité zygoty, ale také na GspéSnosti embryonalniho vyvoje.
Proto je dllezité pochopit pfic¢iny starnuti oocytu a piipadné dokéazat optimalizovat in vitro
podminky tak, aby ke starnuti oocyti dochazelo v co nejmensi mozné mife. V in vitro
podminkach 1ze navodit starnuti oocytl prasete prodlouzenou kultivaci po dobu 24 — 72 hodin.
Béhem této doby lze studovat nejen zapojeni dil¢ich signdlnich drah, ale také expresi
jednotlivych pro a antiapoptotickych faktoru.



2. Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace bylo ovéfit nasledujici hypotézy:
Hypotéza 1: Exprese proapoptotického proteinu BAX se s prodlouzenou kultivaci zralych
prasecich oocytl zvysuje.

Hypotéza 2: Exprese antiapoptotického proteinu Bcl — Xl se béhem starnuti zralych
prasecich oocytl snizuje.



3. Teoreticka cast

3.1. Struktura vaje¢niku

Vajecénik, ktery je hlavnim a parovym reprodukénim organem samice, obsahuje nejen
zarode¢né buiiky, ale funguje také jako endokrinni organ vylucujici estrogen a progesteron
v reakci na gonadotropinovou a parakrinni signalizaci (Coutsoukis 2007).

Vajecnik zahrnuje ne€kolik rtiznych vrstev a typa tkani, jak je zndzornéno na obr. 1.
Vnitini vrstvou je dient sestavajici z nepravidelné uspotfadanych fibroelastickych pojivovych
tkani a rozsahlych nervovych a cévnich systémd, jenz vstupuji do vaje¢niku skrz hilus
(vaje¢nikovou branku) (Hafez & Hafez 2016). Diei je obalena kiirou, ktera je tvofena stromalni
tkani a obsahuje nejriznéjsi vyvojova stadia ovarialnich folikuli vcetné jejich derivati. Na
povrchu vajecniku se nachazi tenka vrstva epitelialnich bunék, znama jako zarodeény epitel,
ktera béhem rtstu plodu produkuje tisice primordialnich folikulti (Heftner & Schust 2010). Pod
zarodeénym epitelem je silna vrstva bilé pojivové tkan¢ znama jako tunica albuginea (Desai et
al. 2017), ktera je slozena pievazné ze strukturnich kolagent a dalSich extraceluldrnich
proteini. Na rozdil od ostatnich stromdlnich oddilii jsou tunica albuginea a vnéjsi kira
avaskularni (bezcevné) (Hummitzsch et al. 2019).
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Obr. 1: Toto schéma zobrazuje vyvijejici se folikul a oocyt v kiife vaje¢niku. Vnéjsi vrstva
zahrnuje tenkou vrstvu epitelidlnich bun€k znamou jako zarode¢ny epitel, kterd béhem ristu
plodu vede k vzniku prvotnich oocytii. Tésné pod nim je silna vrstva pojivové tkan¢ znama jako
tunica albuginea. Dient (medulla), umisténa ve stfedu vaje¢niku, obsahuje krevni cévy, které
jsou zivotné dulezité pro pieziti a funkci vaje¢niku (Desai et al. 2017).



U prasnic jsou vajeéniky asi 5 cm dlouhé a z divodu mnoha folikult a Zlutych télisek
vystupujicich na jejich povrch ptipominaji svym tvarem hrozen (Nickel et al. 1979; Hafez
& Hafez 2016).

3.2. Oogeneze

Oocyt je samici pohlavni bunka, kterd se vyviji ve folikulech vaje¢niku procesem
zvanym oogeneze. Jedna se o zdlouhavy proces, ktery zahrnuje vznik, rist a zrani bunky. Od
spermatogeneze se liSi v nckolika dulezitych bodech. Zatimco gameta vytvofena
spermatogenezi ztraci vétSinu své cytoplazmy i organel a pfeménuje se na pohyblivou buniku
schopnou pfezit a fungovat mimo reprodukéni systém samce, gameta vytvofena oogenezi
nckolikandsobné zvétSuje sviij objem cytoplazmy tak, aby vytvofila vSechny potfebné latky
k zahajeni a udrZzeni metabolismu a vyvoje zygoty (Alberts et al. 2002; Rodrigues et al. 2008;
Tulsiani & Abou-Haila 2012).

Pohlavni bunky pochazeji z primordidlnich zarode¢nych bunck (PGCs), jejichz tvorba
je zahdjena jiz b&hem cCasné embryogeneze (Wassarman 1988). PGCs maji pavod
Vv proximalnim epiblastu (ektodermu), odkud migruji ptes Zloutkovy vacek a zadni stfevo az do
genitalni listy (Hurk & Zhao 2005; Nikolic et al. 2016). U prasete mohou byt PGCs pozorovany
jiz 18. den embryonalniho vyvoje (Black & Erickson 1968). Béhem migrace vykazuji PGCs
vysokou mitotickou aktivitu, diky niZ se jejich pofet mnohonasobné zvySuje (Wassarman
& Albertini 1994). Jakmile dosahnou genitalni liSty, ztraci schopnost pohybu (Picton et al.
1998). Ackoli se primordialni zarodecné buiiky v genitalni list€¢ mohou diferencovat na samci
nebo samiCi gamety, genetické zalozeni samice a ovarialni somatické builky ovliviiuji
diferenciaci PGCs na oogonie (Upadhyay & Zamboni 1982). Pro oogonie je charakteristicka
vysoké uroven proliferace s netplnou cytokinezi, diky ¢emuz vznika skupina bunck vzajemné
propojenych cytoplazmatickymi miistky, coz umoziuje ptenos latek mezi buitkami. Migrace a
proliferace oogonii do vyvijejicich se pohlavnich 714z je fizena mnoha faktory (Pepling 2006).

Oogonie postupné ztraci schopnost proliferace a v reakci na plisobeni retinové kyseliny
vstupuji do meiotického déleni. Retinova kyselina aktivuje protein STRAS, ktery je nezbytny
pro replikaci premeiotické DNA a nasledny vstup buiky do meotické profaze (Bowles et al.
2006; Sanchez & Smitz 2012). Prase¢i oogonie zahajuji meiotické déleni piiblizné 40. den
embryonélniho vyvoje (Hunter 2000). Buiky, které vstoupi do meiotického dé€leni, jsou
oznacovany jako primarni oocyty (Albert et al. 2007).

Primarni oocyty vstupuji do profaze prvniho meiotického déleni, ve které nastava fada
zasadnich udélosti. Dochazi nejen ke spiralizaci a kondenzaci chromozomu, ale také k parovani
homolognich chromozomli a naslednému crossing overu. Pfi crossing overu se mezi
homolognimi chromozomy tvoficimi tzv. bivalenty vyménuji tiseky DNA, diky ¢emuz se
udrzuje geneticka variabilita potomstva (Alberts et al. 2007; Hunt & Hassold 2008). V této fazi
je meiotické déleni pozastaveno v tzv. prvnim meiotickém bloku a k opétovnému zahajeni
mei6zy dochézi prostfednictvim hormonalni stimulace az v dob¢ pohlavni dospélosti (Sanchez
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& Smitz 2012). Aby byl oocyt schopny dokoncit meiotické dé€leni, musi nejprve projit fazi
rastu, ve které probiha syntéza a skladovani RNA a dalsich molekul. Meioticka kompetence je
definovéna jako schopnost buriky piekrocit kontrolni bod G2 a dokon¢it meiézu Meioticky
kompetentni oocyt prasnice musi zvétsit svij pramér piiblizné Ctytikrat, tj. na 120 pm (Hunter
2000). Kromé¢ syntézy latek dochazi v obdobi ristu ke vzniku zony pellucidy (ZP), kortikalnich
granul i novych mitochondrii (Wassarman & Albertini 1994; Hurk & Zhao 2004). Na konci
rustové faze, pied meiotickym zranim, ziskava jadro oocytu charakteristicky tvar, ktery se
oznacuje jako zarodec¢ny vacek (GV) (Wassarman & Albertini 1994).

Pro udrzeni oocytl pod meiotickou zastavou jsou rozhodujici predevsim zvysSené
hladiny cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) produkovaného adenylylcyklazou (Nogueira
et al. 2003) a hladiny cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP) tvofeného guanylylcyklazou
(Bornslaeger et al. 1984). Piedpoklada se, ze cAMP jednak pronika do oocytl prostiednictvim
mezerovych spoji kumularnich bunék (Sela-Abramovich et al. 2006), jednak je endogenné
tvofen piimo v 00Cytu pomoci receptort spiazenych s G-proteinem 3 a 12 (GPR3, 12) (Vaccari
et al. 2008).

K zrani oocytl obvykle dochazi az po pohlavni dospélosti, coz je u prasnic piiblizné ve
véku 10 mésict, kdy je meioticky kompetentni oocyt stimulovan hormony, zejména LH. Pod
témito hormonalnimi vlivy obnovuje bunka své meiotické déleni (Wassarman & Albertini,
1994; Albetrs et al. 2002). Pro vystup oocytu z prvniho meiotického bloku je nezbytné také
kratkodobé snizeni aktivity MPF (maturation promoting factor) (Picard et al. 1985). Dochazi
Kk rozpadu zarode¢ného vacku (GVBD) a k rozdéleni chromozomu a cytoplazmy, kterd je v§ak
rozdelena asymetricky. Tim vznikaji dv€ bunky lisici se velikosti — vétSi sekundarni oocyt
a mensi polové télisko (Wassarman & Albertini 1994). Po vydé€leni prvniho poélového téliska
vstupuje sekundarni oocyt do druhého meiotického déleni, které je zastaveno v metafazi Il
neboli druhém meiotickém bloku (Alberts et al. 2007). Ten je udrzovan piedevsim vysokou
aktivitou MPF (Picard et al. 1985; Ito & Kashiwazaki 2012). Zde oocyt zustava do chvile,
dokud nedostane aktivaéni stimul zprostiedkovany oplozenim spermii. V takovém piipadé
dochazi k vydéleni druhého polového téliska a vznika buiika s haploidni sestavou chromozomi
tzv. ootida (ovum) (Sanchez & Smitz 2012). Pokud k oplozeni nedojde, oocyt podstoupi
apoptozu (Wassarman & Albertini 1994).

3.3. Vyvoj folikuli

Folikulogenezi Ize definovat jako proces, ve kterém primordialni folikul, skladajici se
z malé zarodecné buiiky a vrstvy plochych bun¢k granuldzy, roste a postupné se diferencuje az
v antralni (preovula¢ni) folikul (Silva et al. 2009). Cely pribéh lze na zakladé reakce na
gonadotropiny (FSH a LH) rozdélit do dvou odlisnych fazi. Zatimco prvni faze je relativné
pomala a neni pfimo zavisla na hladinach gonadotropinu (Gougeon 1996; Baerwald et al.
2012), jelikoz klicovymi rastovymi faktory jsou predevsim TGF-B, aktivin, morfogenetické
proteiny kosti (BMP) ¢i Anti-Mullerian hormon (AMH) (Desai et al. 2017), dalsi faze je
mnohem rychlejsi, protoze folikul jiz na pusobeni gonadotropint reaguje (Vegetti 2006).



Primordialni folikuly se za¢inaji formovat jiz v po¢ate¢nim stadiu oogeneze, kdy na
oocyty, které se nachazeji v prvnim meiotickém bloku, zadinaji nasedat tzv. pregranulozni
bunky majici pivod v somatickych buiikach vaje¢niku a mezonefros (Sawyer et al. 2002). Tyto
primordialni folikuly obklopené jednou vrstvou plochych bunék maji praimér 22,1 pm
(Greenwald & Moor 1989) a predstavuji zakladni jednotky vajecniku (Fair 2003). U prasnicky
je pii narozeni pfitomno odhadem 500 000 primordialnich folikulti (Kanitz et al. 2001). Vznik
vrstvy pregranuloznich bunégk je pro nasledny vyvoj oocytu nezbytny. Oocyty bez téchto bun¢k
totiz podléhaji apoptoze (Pepling and Spradling 2001). Primordidlni folikuly ziistavaji
Vv klidovém stadiu az do doby, kdy jsou tzv. rekrutovany neboli nabrany do kohorty rostoucich
folikult, jejichz osudem je atrézie nebo ovulace (Hirshfield 1991; Knox 2005). Obecné 1ze
recruitmentu stimuluji intraovarialni a / nebo jiné neznamé faktory nékteré primordialni
folikuly k zahéjeni riistu, zatimco zbytek folikull zlstava po celé mésice nebo roky v klidu.
které udrzuji folikuly ve stagnaci. Iniciacni recruitment je povazovan za kontinudlni proces,
ktery zacina tésné po tvorbé folikuld, dlouho pfed nastupem puberty. Naproti tomu cyklicky
recruitment zac¢ind po nastupu puberty a je vysledkem nartstu cirkulujiciho FSH b&hem
kazdého reprodukcniho cyklu, ktery zachrani kohortu antralnich folikula z atrézie. B€hem
cyklického néboru ptezije pouze omezeny pocet folikuli, ktery dosdhne preovulacni velikosti
(McGee & Hsueh 2000). Jelikoz je recruitment nevratny proces, je nezbytné, aby byla
aktivovana pouze urcita skupina primordialnich folikuld. Aktivace je fizena na zakladé¢
rovnovahy mezi inhibi¢nimi a stimula¢nimi faktory (Adhikari & Liu 2009).

Z primordialnich folikuld se pfeménou vrstvy pregranuléznich bunék ve vrstvu bunck
granuldznich, majici kubicky tvar, stavaji folikuly primarni (Hurk and Zhao 2004). K této
preméné dochazi nezavisle na FSH (Meduri etal. 2002). Mezi oocytem a granul6znimi burikami
se vytvaii mezerové spoje neboli gap junctions, které jsou tvofeny proteiny konexiny. Tyto
mezeroveé spoje umoziuji nejen bunéénou komunikaci mezi oocytem a granuloznimi butikami,
ale také mezi granuloznimi buiikami navzajem. JelikoZ prostfednictvim mezerovych spoji
dochéazi k pienosu zivin, molekul a nejriznéjsich signald, je jejich pfitomnost pro rist oocytu
nezbytna (Picton et al. 1998; Wright et al. 2001).

Granulozni buiiky folikulu postupné proliferuji a vytvari vice vrstev. Folikul, ktery
obsahuje dvé a vice vrstev granuldznich bun€k, se oznacuje jako sekundarni ¢i preantralni.
Oocyt nachazejici se v tomto stadiu folikulu vstupuje do rustové faze a vytvaii se u néj zona
pellucida i vrstva buné¢k theca folliculi, kde se tvoii receptory pro luteiniza¢ni hormon (LH),
prostfednictvim nichz aktivuje LH syntézu androgend, které nasledné stimuluji v granuléznich
buiikéch tvorbu FSH receptorti. JelikoZ vSak sekundarni folikul nedokaze exprimovat enzym
aromatazu, ktery je potfebny pro pfeménu androgenti na estrogeny, k syntéze estrogenti v tomto
stadiu folikulu nedochazi (Hirao et al. 1994; Fair 2003; Hurk & Zhao 2004).

V prubéhu dalsiho vyvoje, ktery je jiz zavisly na plisobeni gonadotropnich hormoni,
dochazi uvnitt sekundarnich folikuld k formovani dutiny, tzv. antra, ktera je postupné
zapliovana tekutinou tvofenou granuléznimi bunikami. Vaskularizaci folikulu a zvySenim
propustnosti krevnich cév se antralni folikul zvétSuje. Jakmile se dutina plné€ vyvine, oznacuji



se tyto folikuly jako tercialni neboli antralni (Eppig 2001; Hurk & Zhao 2004). V tomto stadiu
dochazi k diferenciaci vrstvy bun¢k theca folliculi na theca folliculi interna atheca folliculi
externa. Folikularni bunky se oddéluji na dvé skupiny bunék — kumulérni a murélni. Zatimco
kumularni buniky se nachazi v blizkosti oocytu, se kterym tvofi tzv. kumulo-oocytarni komplex,
muralni buiiky obklopuji sténu folikulu (Driancourt, 1991; Hurk & Zhao 2004). Jelikoz
kumularni buniky nemaji receptory pro LH, signal pro dozrani a ovulaci v podobé tzv. LH peaku
vnimaji prostiednictvim faktort vylu¢ovanych muralnimi buiitkami. Cely folikuldrni vyvoj je
zakoncéen bud’ ovulaci nebo atrésii (Eppig et al. 1997).

V piipad¢ ovulace se folikul vyvine ve Zluté télisko, které vylucuje estrogen
a progesteron nezbytny pro implantaci embrya a ranou fazi bfezosti. Pokud nedojde
k implantaci, t€lisko degeneruje do struktury pojivové tkané znamé jako corpus albicans (Jones
& Shikanov 2019). Prasnice mize v zavislosti na v€éku, stavu vyzivy a dalSich faktorech
ovulovat od 15 do 30 folikull (Soede et al. 2011). Morbeck et al. (1992) uvadi, ze u prasnice
uplyne od naboru folikulii do zformovéni antra zhruba 84 dni.

Z celkového mnozstvi primarnich folikul doroste do antralnich folikulti pouze 10 %,
které dale po vystaveni zvySené hladiny luteiniza¢niho hormonu (LH) uvolni zraly oocyt.
Zbylych 90 % folikuld podstoupi apoptézu neboli programovanou bunéénou smrt (Zeleznik
2004; Hsueh et al. 2015).

3.4. Starnuti oocyti

Je prokazano, Ze kvalita oocyti urCuje Vvyvojovy potencial budouciho embrya
(Wang & Sun 2007). Oocyty zastavené ve stadiu MII jsou po ovulaci oplozenischopné, tato
schopnost je vSak ¢asové limitovana a dle druhu pietrvava od 8 do 24 hodin po ovulaci (Austin
1974). Pokud b&hem této doby nedojde k oplodnéni, neoplodnéné buriky, které zistanou ve
vejcovodu (in vivo) nebo v kultute (in vitro), podléhaji ¢asové zavislému zhorSeni kvality,
procesu zvanému starnuti oocytt (Tatone et al. 2008).

Funkéni zmény spojené se starnutim oocytll zahrnuji snizenou miru oplodnéni, vyssi riziko
polyspermie, spontanni parthenogenezi oocytu, chromozomalni anomalie (Mailhes et al. 1998),
apoptozu (Perez & Tilly 1997), zvySenou nachylnost k aktivacnim podnétim (Goud et al.
1999), nastup anafaze Il (Xu et al. 1997; Abbott et al. 1998), ¢astecnou exocytdzu kortikéalnich
granuli (CG), strukturalni zmény a tvrdnuti zona pellucida, pokles faktoru podporujiciho zrani
(MPF), sniZeni aktivity mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPK) (Xu et al. 1997),
epigenetické zmény (Liang et al. 2008) a abnormalni nebo zpomaleny vyvoj embryi (Tarin et
al. 1999).

Zralé oocyty s intaktnim prvnim polarnim téliskem (PB1) jsou obaleny v glykoproteinovém
obalu zvaném zona pellucida. Mezi hlavni slozky oocytl patii kortikalni granula, ktera jsou
pravidelné sefazena pod klrou oocytl, mikrofilamenta lokalizovand pod plazmatickou
membranou (PM) a uvniti mikroklkd, délici vieténko v MII fazi se zarovnanymi chromozomy
na mikrotubulech a centrosomy umisténymi na dvou protilehlych pdlech (Sun & Schatten,
2007; Schatten 2008). Starnuti oocytt zpisobuje ¢etné morfologické a bunéné zmény, véetné
zmén ve struktufe plazmatické membrany, zona pellucida, cytoskeletu, mitochondriich,

7



lokalizaci d¢liciho vieténka, vychyleni chromozomd, disperzi centrosomalniho materiélu,
premisténi PB1 a CG, jakoz i pfed¢asné exocytoze CG.

Zatimco Zona pellucida nestarnoucich oocytt sestava z granulofibrilarniho, vzajemné
propojeného retikula s pory, zona pellucida starych oocyti vykazuje tuhy, dlazdény vzhled,
ktery se sklada z té€snych agregaci granulofibrilarniho materidlu oddélenych od sebe mensim
prostorem (Longo 1981). Starnuti oocytti také vede ke zvySeni poctu lysozomil a agregati
tubula z hladkého endoplazmatického retikula (ER) a malych komplexi mitochondrialnich
vezikul (Sundstrom et al. 1985).

V Cerstvé zralych oocytech prochazeji malé CG pod kiirou oocytd presné
koordinovanou kortikéalni reakci vyvolanou pii oplodnéni, kterda uvolni jejich obsah do
perivitelinniho prostoru, coz ma za nasledek modifikaci zona pellucida a extracelularni blok
polyspermie (Okadaet et al. 1993). Ve zralych oocytech vystavenych prodlouzenému starnuti
je kortikalni reakce spusténa spontanné bez oplodnéni. CG jsou vytésnovany a dochazi
k ¢astecné exocytoze (Xu et al. 1997; Goudet et al. 2005).

Postovula¢ni starnuti oocyti vede nejen k morfologickym, ale také biochemickym
a molekularnim zménam (Miao et al. 2009). Intracytoplazmaticka hladina glutathionu (GSH),
ktera hraje hlavni roli v ochrané oocytl pted poskozenim reaktivnimi formami kysliku (ROS),
se ve starnoucich oocytech snizuje (Boerjan & de Boer 1990). ZvySuje se také troven
peroxidace lipidu, ktera je ukazatelem stupné oxida¢niho stresu (Takahashi et al. 2003). Kromé
toho se s postupujici dobou kultivace zralych oocyti zvySuje mnozstvi ROS (Takahashi et al.
2009). Ve starnoucich oocytech také klesa intracytoplazmatickd hladina adenosintrifosfatu
(ATP) (lgarashi et al. 2005) a klesa exprese antiapoptotického proteinu Bcl-2 (Takahashi et al.
2009). Postovulacni starnuti oocytll naruSuje intracelularni regulaci Ca2 +, coz je jeden

vvvvvv

Mitochondrialni dysfunkce je silny mediator postovulaéniho procesu starnuti oocytu.
Pro normdalni funkci oocyti jsou dilezité aktivni mitochondrie, pfiCemz tyto organely
predstavuji primarni zdroj produkce ATP v oocytech (Dumollard et al. 2007). Funkénost
mitochondrii se v§ak zhorSuje s prodlouzujicim se ¢asem od ovulace, coz je faktor, o kterém se
pfedpoklada, ze silné ovliviiuje kvalitu oocyti. SniZend mitochondridlni integrita ve
zralém oocytu podrobenému  starnuti in  vitro byla prokdzana ztrdtou potencialu
mitochondrialni membrany (Zhang et al. 2011) a poklesem trovné produkce ATP (Chi et al.
1988).

Jelikoz je znamo, ze poSkozeni mitochondrii zplisobuje zvySenou produkci reaktivnich
forem kysliku (ROS) a uvoliovani proapoptotickych faktoru, jako je cytochrom ¢ (Liu et al.
2009), které dale ptisobi aktiva¢né na kaspazy (Takai et al. 2007) a endonukleadzy (Fujino et al.
1996), je  pravdépodobné, ze  mitochondridlni dysfunkce  je spojnici
mezi postovulacnim starnutim oocytll a apoptézou. Ztrata mitochondrialni integrity mize dale
vést k ztraté mitochondrialni DNA (Shigenaga et al. 1994).

Oxidacni stres ma také schopnost piimo ovlivilovat nastup apoptozy
v postovulacnich oocytech. Ukazalo se, Ze aplikace peroxidu vodiku na zralé oocyty in vitro
zpusobuje pokles hladin antiapoptotického proteinu Bcl-2 (Takahashi et al. 2009), indukuje
expresi proapoptotického Bax a kaspazy-3 a vyvolava fragmentaci DNA (Chaube et al. 2007)
auvoliovani cytochromu c (Liu et al. 2000). DiileZité je, Ze tyto patologické jevy jsou spolecné



jak pro oxidacni stres, tak pro starnuti oocytl, a bylo prokazano, ze tleva od oxida¢niho stresu
prostfednictvim antioxida¢ni 1é¢by zpomaluje nastup fragmentace a aktivace kaspazy spojené
s postovulaénim starnutim (Lord et al. 2013).

3.5. Apoptoza

Pocet bunék v wurCité tkani je urCovan zejména mnozenim bunék (proliferaci)
a fyziologickou bunécnou smrti (apoptdozou). Oba déje jsou regulovany stimulacnimi
a inhibicnimi faktory, které mohou existovat bud’ v rozpusténé formé (rustové faktory
a cytokiny), nebo jsou prezentovany navazané na povrchu okolnich bunék. Od apoptdzy je
potieba odlisit nekrozu, ktera je charakterizovana jako pasivni ndhodna smrt bunék v dasledku
poruch prostiedi s nekontrolovatelnym uvoliiovanim zanétlivého bunééného obsahu (Levran et
al. 2002; Fink & Cookson 2005; Sen & Caiazza 2013).

Apoptdzu povazujeme za geneticky naprogramovanou bunécnou smrt, ktera je nasledovana
¢istou destrukci buiiky a recyklaci jejich soucésti. Termin “programovana bunéénd smrt” byl
pouzit k popisu bunéénych umrti, ke kterym dochazi na piedvidatelnych mistech
a v predvidatelnych dobach béhem vyvoje, aby bylo zdiraznéno, ze smrt miize byt do urcité
miry naprogramovana dle vyvoje organismu. Nasledné bylo zjiSténo, Ze programovana bunécna
smrt slouzi také jako hlavni mechanismus pro piesnou regulaci poc¢tu bunék a jako obranny
mechanismus k odstranéni nezadoucich a potencidlné¢ nebezpecnych bunék, jako jsou bunky
nadorové, bunky infikované viry nebo buiikky s nenapravitelné poSkozenou DNA. Kromé
prospésnych U€inkd mizZe nevhodna aktivace bunééné smrti zpiisobovat nebo piispivat k fadé
onemocnéni, vcetné syndromu ziskané imunodeficience (AIDS), neurodegenerativnich
onemocnéni a ischemickych cévnich mozkovych ptihod. Naopak porucha v aktivaci PCD miiZze
byt zodpoveédna za néktera autoimunitni nebo onkologicka onemocnéni (Estaquier et al. 2011;
Koolman & Klaus-Heinrich 2012).

Bylo zjisténo, Ze apoptoza je také nezbytnou soucasti funkce a vyvoje vajecnikl. Zatimco
béhem Zivota plodu je apoptdza lokalizovana predevsim do oocyti, v dospélosti je detekovana
v granuloznich bunkach sekundarnich a antralnich folikulda (Hussein 2005).

Jakmile je v buiice zahdjena apoptdza, ztraci spojeni se sousednimi buiikami. Jeji membrana se
zmensSuje a ¢asti cytoplazmy se odSkrcuji ve formé takzvanych apoptotickych télisek, které jsou
nasledné fagocytovany okolnimi bunikami, pfedev§im makrofagy, aniz by doSlo ke vzniku
zanétlivého projevu. Signalem pro fagocytujici buiiky je translokace fosfatidylserinu z vnitini
na vng&jsi stranu bunééné membrany (Grimsley & Ravichandran 2003; Koolman& Klaus-
Heinrich 2012). Apoptoticky proces je spojen s dal§imi morfologickymi zménami, které
zahrnuji svraSténi bunky, zmény bunééné membrany, smrsténi bunééneho jadra, kondenzaci
chromatinu a fragmentaci DNA (Koolman & Klaus-Heinrich 2012).

Za tuto charakteristickou morfologii jsou zodpovédné piedev§sim kaspazy, které jsou
klicovymi efektory apoptdzy. Ty mohou byt u savci aktivovany dvéma primarnimi cestami: (i)
vnitini neboli mitochondrialni, ve které hraji roli protein p53 a mitochondrie, a (ii) vné&jsi, kdy
je aktivovan receptor smrti Fas signalem ptichazejicim z vnéjsku bunky (Ghobrial et al. 2005).
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celou fadou endogennich i exogennich podnétd. V nésledné efektorové, nevratné fazi jsou
postupné aktivovany proteolytické enzymy, které jsou zapojeny do Stépeni svych proteinovych
substratt (Scaffidy 1998). Na regulaci apoptotického programu se podili cela fada molekul.
U savcu se jedna zejména o Ctyfi hlavni skupiny proteinti, konkrétné proteiny Bcel — 2 (B-cell
lymphoma 2), proteiny rodiny TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor), adaptorové proteiny
a kaspazy (Guthrieet & Garrett 1999).

v

Pro spusténi apoptdzy je v nékterych bunikach nezbytné aktivace vné&jsi i vnitini signalni
dréhy. Bunky Ize z tohoto hlediska rozdélit do dvou tfid, a to na buniky L. typu, u kterych je
apoptdza spusténa pouze aktivaci kaspazy-8 v komplexu DISC, a buiiky II. typu, u nichz jsou
pro aktivaci zapotiebi signaly z vnitini i vnéj$i mitochondrialni drahy (Gross et al. 1999; Jin
& El-Deiry 2005).

3.5.1. Vnéjsi draha apoptozy

Vnéjsi apoptoticka draha, kterd je aktivovana prostfednictvim extracelularnich podnéta,
zahrnuje interakce zprostiedkované transmembranovymi receptory. Mezi receptory
podnécujici bunécnou smrt patii ¢lenové genové nadrodiny receptort pro tumor nekrotizujici
faktor (TNF) (Locksley et al. 2001). Clenové rodiny TNF receptorit maji kromé podobné
extracelularni domény bohaté na cystein také cytoplazmatickou doménu, ktera se nazyva
doména smrti (Ashkenazi & Dixit 1998). Tato doména hraje rozhodujici roli pfi pfenosu signalu
smrti z bunétného povrchu do intracelularnich signalnich drah. Dosud nejlépe
charakterizovanymi ligandy a odpovidajicimi receptory smrti jsou FasL / FasR, TNF-a /
TNFR1, Apo3L / DR3, Apo2L / DR4 a Apo2L / DR5 (Chicheportiche et al. 1997; Ashkenazi
& Dixit 1998; Suliman et al. 2001).

Sled udalosti, které definuji vn&j$i drahu apoptozy, 1ze nejlépe charakterizovat pomoci
modelll FasL / FasR a TNF-a / TNFR1. V téchto modelech dochdzi k shlukovani receptorii
a k vazb¢ s homolognim ligandem. Po navazani ligandu jsou pftijimany cytoplazmatické
adaptorové proteiny, které maji odpovidajici domény smrti a které se vazou na prislusné
receptory (Hsu et al. 1995). Vazba ligandu Fas (FasL) na receptor Fas (FasR) vede k navazani
adaptorového proteinu FADD (doména smrti spojena s Fas) a vazba ligandu TNF (TNF-a)
k receptoru TNF (TNFR1) vede k navazani adaptorového proteinu TRADD (doména smrti
asociovana s TNFR) (Wajant 2002). FADD se poté asociuje s prokaspazou-8 a prokaspéazu-10
za vzniku signalniho komplexu vyvolavajiciho smrt (DISC), ktery zprostiedkovava
autokatalytickou aktivaci prokaspazy-8 a prokaspazy-10 (Kischkel et al. 1995). Ty Sifi signal
smrti prostfednictvim aktivace efektorovych kaspaz, jako jsou kaspazy-3, kaspaza-6 a kaspaza-
7, které proteolyzou degraduji proteinové substraty odpovédné napi. za udrZeni integrity
genomu (Jin & Deiry 2005; Yamada et al. 2017). Bylo zjisténo, ze aktivni kaspaza-8 muze
u bunék typu II §tépit protein Bid, ktery je clenem rodiny Bcl-2, na aktivni protein tBid, jenz
putuje k mitochondriim, kde po inserci do mitochondrialni membrany zptsobi uvolnéni
cytochromu c, ¢imz aktivuje vnitini apoptotickou drahu (Wang et al. 1996; Yin et al. 1999;
Yamada et al. 2017) Apoptozu zprostredkovanou receptorem smrti Ize inhibovat proteinem
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zvanym c-FLIP, ktery se vaze na FADD a kaspazu-8, coz je ¢ini neaktivnimi (Kataoka et al.
1998; Scaffidi 1999).

3.5.2. Vnitini draha apoptdzy

Vnitini signalni drdha maze byt vyvolana bud’ permeabilizaci vnéj$i mitochondrialni
membrany, nebo pfimym poskozenim DNA, tepelnym Sokem ¢i aktivaci onkogenii (Jin & El-
Deiry 2005; Wang & Youle 2009). Cesta zavisla na mitochondriich je regulovana rodinou
proteinti Bcl-2, kterd se sklada ze dvou antagonistickych skupin. Zatimco jedna, zahrnujici Bcl-
2, Bcl-XL, Ced-9, Bcl-w a Mcl-1, podporuje pieziti bunék (antiapoptotické faktory), druha,
vcetné Bax, Bid a Bak, podporuje bunécnou smrt (proapoptotické faktory) (Adams & Cory
1998). Jednim ze zajimavych aspektl regulace apoptdzy cleny rodiny Bcl-2 je jejich
subcelularni lokalizace a translokace. Ur¢ité pro — a antiapoptotické ¢leny, jako jsou Bcl-2, Bcl-
XL a Bak, sidli ptevazné v mitochondriich, zatimco ostatni ¢lenové, jako Bax, Bid a Bad, sidli
v cytosolu zdravych bun¢k. Brzy po prijeti stresového signalu se tito clenové rodiny
cytosolickych Bcl-2 translokuji do vné&j§i mitochondrialni membrany (Gross et al. 1999a). Po
translokaci Bax a Bid do mitochondrii dochazi za spoluticasti Bak k tomu, Ze mitochondrie
ztraceji svlij membranovy potencidl (A¥Ym) a uvoliuji mezimembranové prostorové proteiny,
zejména cytochrom ¢ do cytosolu buiiky (Nechushtan et al. 2001; EImore 2007).

V mitochondrialni tvorbé ATP ma cytochrom c zésadni roli, protoze prevadi elektrony mezi
transmembranovymi komplexy 1l (ubichinol-cytochrom c-reduktaza) a IV (cytochrom c-
oxidaza). Jakmile se v§ak cytochrom c uvolni z mitochondrii, ma smrtici funkci, nebot’ aktivuje
kaspazy. Jakmile je cytochrom c v cytosolu, vaze molekulu adaptéru APAF-1, coz vede k jeho
rozsahlym konformac¢nim zménam, oligomerizaci a vytvofeni heptamerni struktury zvané
apoptosom (Li & Zhan 2019). Apoptosom piijima a aktivuje pro-kaspdzu-9, ktera $tépi
a aktivuje efektorové kaspazy-3 a -7, jenz G¢inné zabiji bunku béhem nékolika minut
prostfednictvim paralelniho $té€peni stovek riznych substrati. Kromé cytochromu ¢ uvoliuji
mitochondrie po permeabilizaci jejich vnéj§i membrany (MOMP z anglického mitochondrial
outer membrane permeabilization) fadu dalSich proteint, které podporuji a usnadiuji aktivitu
kaspaz — mezi né patii napt. SMAC (také nazyvany Diablo) a Omi (také nazyvany HtrA2),
(Hague & Paraskeva 2004). Dulezité je, z2 MOMP casto vede k bunééné smrti bez ohledu na
aktivitu kaspaz (Tait et al. 2014).

V ptipadé poSkozeni DNA buiilky, které je divodem pro spusténi apoptdzy, hraje zdsadni
roli gen p53 kddujici stejnojmenny protein — tzv. tumor supresorovy protein p53 (Jin & El-
Deiry 2005). Ten miize nejen aktivovat proteiny opravujici poskozenou DNA, ale také je
schopen zadrzet buniku v konkrétni fazi ristového cyklu a u nereparabilni bunky iniciovat
apoptozu (Muller et al. 1998). Poskozeni DNA vede ke vzniku proteini aktivujicich p53, ktery
zainhibuje bunku v G1/ S fazi az do doby, dokud neni poskozeni opraveno (Taskin et al. 1997).
V ptipadé, Ze reparace DNA neni mozna, zvysi se exprese proteinu p53, coz indukuje tvorbu
proapototickych proteini z rodiny Bcl-2 proteinti, konkrétné Noxa a Puma, které mohou
aktivovat dalsi proapoptotické ¢leny rodiny Bcl-2 proteinti (Danial 2007; Zhang & Xu 2013).
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3.5.3. Apoptoza a oocyt

Apoptoza neboli programovana bunéénd smrt, hraje hlavni roli nejen v eliminaci
zarode¢nych bunék ve vSech stadiich oogeneze, ale dokonce i po ovulaci. Vice nez 99 %
zarodecnych bunck je ve vajecniku eliminovano apoptézou prostiednictvim folikularni atrézie,
zatimco mén¢ nez 1 % téchto bunék se vyvine do oogonie (Tilly 2001; Donnez & Dolmans
2013). Tyto oogonie vstupuji do meidzy za vzniku primarnich oocytt (Morita & Tilly 1999).
Primarni oocyty jsou zadrzovany v diploténnim stadiu po dobu n¢kolika mésicti az nékolika let
v zavislosti na druhu savct. Tyto zadrzené oocyty jsou obklopeny nékolika vrstvami bunék
granuldzy uvnitt folikularniho mikroprostredi (Tripathi et al. 2010).

Pro pieziti obou typii bunék je dilezitd komunikace mezi oocyty zastavenymi v diplotene
a obklopujicimi granul6znimi buiikami (Albertini 2011). Apoptoza bun€k granuldzy nebo jejich
pred¢asné odstranéni zbavuji oocyty ristovych faktord, zivin a faktori pieziti, coz mize vést k
apoptdze oocytu, které jsou udrzovany v diplotene a kultivované in vitro. Studie naznacuji, ze
apoptdza granuldznich bunék uvnitt folikuldrniho mikroprostfedi vede k apoptdze oocytl
u potkanti (Chaube et al. 2014). Bunky granuldézy chrani oocyty pted poskozenim pomoci
oxida¢niho stresu v in vitro podminkach (Tatemoto et al. 2000; Ritter et al. 2011). Tvorba
reaktivnich forem kysliku (ROS) nebo vycerpani antioxida¢niho systému vede k apoptdze
oocytll (Chaube et al. 2014). Avsak apoptozu granularnich bunék v ovulovanych oocytech
muzeme pouzit jako prediktor kvality oocyti (Li et al. 2008).

Béhem reprodukéniho Zivota samic saved véetné ¢loveéka je selektivné doplnovan pocet
folikulti obsahujici primarni oocyty. Folikularni oocyty obnovuji meiézu v reakci na nartst
hypofyzarnich gonadotropinti i pfi in vitro kultivaci (Chaube 2002; Tiwari et al. 2016). I kdyz
u téchto oocyti zastavenych v diplotene casto dochazi k spontannimu obnoveni meidzy
naslednému udrzovani stadia metafaze-1 (MI), jsou tyto oocyty citlivéjsi na podminky
kultivace in vitro a ¢asto umiraji apoptozou (Chaube at al. 2005).

V dobé ovulace Graafovy folikuly prasknou, ¢imz se uvolni oocyty, zastavené ve stadiu
metafaze-11 (M-II). Po ovulaci maji tyto oocyty prvni polarni télisko a ¢ekaji na oplozeni (obr.
2¢). Studie naznacuji, ze béhem raného reprodukéniho zivota jsou ovulovany nejprve kvalitni
a zdravé oocyty. Jak dochazi ke starnuti matky, stava se oocyt nachylné&jsi k apoptdze a zvysuje
se pravdépodobnost neplodnosti ¢i vyvojovych defektl plodu. Apoptdza tedy hraje hlavni roli
pfi eliminaci vétSiny zarode¢nych bunék ve vSech stadiich oogeneze a reguluje mnozstvi oocyta
u riznych druht savct véetné ¢lovéka (Santonocito et al. 2013).
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Obr. 2: Fotografie vyobrazuji morfologické znaky meiotického bloku (A) v diplotene
(zelend Sipka ukazuje zarodecné vacky), (B) zastava v M-I (zelend Sipka ukazujici
rozpad zarode¢nych vacki), (C) zastava v M-II (Cerna Sipka ukazujici prvni poélového
télisko) a (D) apoptoza savéich oocytl. Existuji rizné faktory, které mohou vyvolat
apoptézu oocytti v riznych stadiich bunécného cyklu a sniZzovat ovarialni rezervu.
(Tiwari et al. 2015)

3.6. Proteiny Bcl — 2 rodiny

Usttedni role rodiny Bcl-2 pfi regulaci apoptotické bunéné smrti byla poprvé
identifikovana v 80. letech. Od té doby doslo k vyznamnému pokroku nejen v identifikaci
jednotlivych ¢lenu této rodiny, ale také k porozuméni jejich funkci, predevsim tomu, jak jejich
interakce urcuji, zda buika bude zit ¢i zemte (Westphal et al. 2014).

Protein Bcl-2 byl poprvé lokalizovan v B — bunikach maligniho lymfomu (B — cell
lymphoma), odkud je také odvozen jeho ndzev (Tsujimoto et al. 1985). Do dnesni doby bylo
identifikovano pfiblizné 25 riznych typt proteini rodiny Bel-2 (Ola et al. 2011). Zatimco
nékteré z téchto proteint (napiiklad Bad, Bax nebo Bid) jsou proapoptotické, coz znamena, ze
podporuji bunéénou smrt, jiné (napiiklad Bcl-2 a Bcl-xL) jsou antiapoptotické, tj. podporuji
preziti bun¢k. Proapoptotické proteiny jsou obvykle lokalizovany v cytosolu bun¢k, kdezto
antiapoptotické proteiny se nachazeji na jejich povrchu. Relativni mnozstvi nebo rovnovaha
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mezi témito pro — a antiapoptotickymi proteiny ovliviiuje citlivost bunék na signaly smrti (Cory
& Adams 2002). Jejich nerovnovaha muze vést k predCasné bunééné smrti hyperaktivaci
proapoptotickych proteinii nebo indukci nadorti hyperaktivaci antiapoptotickych proteint
(Letai et al. 2002; Sinha et al. 2013).

Bez vztahu k jejich roli v apoptoze jsou vSichni ¢lenové rodiny Bel-2 charakterizovani
tim, Ze obsahuji alespon jednu ze ¢tyf konzervovanych BH (Bcl-2 homolognich) domén,
oznacovanych jako BH1-4 (Cory & Adams 2002). Obecné plati, ze antiapoptoticti ¢lenové
vykazuji zachovani sekvence ve vSech ctyfech doménach, zatimco proapoptotické molekuly se
vyznacuji ztratou konzervace sekvence prvniho a-helikalniho segmentu, BH4. U nékterych
proapoptotickych proteinti byla zachovana pouze doména BH3, ktera se povazuje za kritickou
doménu smrti (Puthalakath & Strasser 2002). Vétsina proteint rodiny Bcl-2 obsahuje na svych
karboxylovych koncich také oblast vazajici membranu (MBR) ve formé C terminalniho konce,
mitochondrialni cilené nebo hydrofobni aminokyselinova sekvence, ktera usnadiiuje vazbu
a lokalizaci téchto proteintl na vnéj$i mitochondridlni membranu (MOM) nebo na membranu
endoplazmatického retikula (ER) (Shamas-Din et al. 2013). Rozdéleni proteinti rodiny Bcl — 2
do funkénich skupin véetné jejich zastupct je uvedeno v tabulce (Tab. 1).

Rodina | Skupina Podskupina Clenové Domény
Antiapoptoticka multidoménové | Bel — 2, Bel —w, Bcl | BH1, BH2, BHS3,
- XL, Mcl -1 BH4
Bel -2 multidoménové | Bak, Bax, Bok BH1, BH2, BH3
Proapoptoticka | Tzv. BH3 - | Bad, Bim, Bid, Bmf, | BH3
only Noxa, PUMA, Hrk

Tab. 1: Rozdéleni proteini rodiny Bcl — 2 do funkénich skupin véetné jejich zastupctu dle
Chipuk & Green (2011) a Siddiqui et al. (2015).

3.6.1. Proapoptotické proteiny

Proapoptoticti ¢lenové jako je Bax, Bak a Bok obvykle sdileji sekven¢ni podobnost v BHI,
BH2, BH3, ale ne v doméné¢ BH4 (Leibowitz & Yu 2010; Reed 2006). Protein Bax je
monomerni protein v cytosolu, ktery se béhem apoptdézy integruje do mitochondrii
a nasledn¢ oligomerizuje, coz vede k uvolnéni apoptogennich faktort, jako je cytochrom ¢
a k aktivaci kaspazové kaskady. Bak je naopak integralni mitochondrialni membranovy
protein, ktery také béhem apoptoézy prochdzi konformac¢nimi zménami za vzniku vétSich
agregatu (Petros et al. 2004). Bax a Bak jsou pfitomny i v ER, kde reguluji hladin vapniku,
¢imz mohou pomoci iniciovat apoptozu (Klee & Pimentel-Muinos 2005). Lokalizace Bcl-2 na
membranu ER pomaha regulovat funkce Bax a Bak nachazejicich se na membrané ER.
P53 také muize aktivovat Bax, kterému chybi jasné identifikovatelnd doména BH3 (Chipuk et
al. 2004).

Proteiny obsahujici pouze BH3 doménu zahrnuji Bad, Bid, Bik, Bim, Bmf, DP5, Noxa
a Puma.Tyto proteiny jsou proapoptotické a jedinou oblasti, kterou sdileji
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navzajem s ostatnimi Bcl-2 proteiny, je doména BH3 (Willis & Adams 2005). Nadmérna
exprese téchto proteinti podporuje apoptotickou smrt, aby vSak doslo k apoptéze, musi byt
piitomen protein Bax nebo Bak (Zong et al. 2001). To je umist'uje pred BAX a BAK v fetézci
udalosti, které vedou k aktivaci kaspaz. VSechny proteiny obsahujici pouze BH3 domény se
silné vazi alespon na nékteré antiapoptotické proteiny. Zatimco nékteré z téchto proteint (Bim,
Puma a Bid) se vazou na vSechny antiapoptotické proteiny, jiné maji repertodr omezenéjsi
(Chen et al. 2005). BAD naptiklad vaze Bcl-2, Bel-xL a Bcl-w, ale ne MCL-1 nebo Al. Noxa
naopak vaze pouze MCL-1 a Al. Zda se, ze BH3 doména je zcela zodpovédna za tuto interakci
a je absolutné nutna pro aktivitu proteini obsahujicich pouze tuto doménu. Déle bylo zjisténo,
ze Bim, Bid a Puma takeé interaguji s Bax (Cartron et al., 2004; Willis et al., 2007).

3.6.2. Antiapoptotické proteiny

Antiapoptoticka podrodina zahrnuje proteiny Bcl-2, Bel-xI, Bcl-wa MCL-1, které maji
vSechny ¢tyti BH domény, oznacené BH1-4, a hydrofobni C koncovou ¢ast. Doména BH4
obvykle chybi v proapoptotickych proteinech, a proto je klicovym faktorem
pro antiapoptotickou aktivitu (Warren et al. 2019). BH4 doména se sklada z 26 aminokyselin
a jeji struktura vykazuje po interakci s membranami amfipaticky charakter podobny
antimikrobialnim peptidim. Konformace p-listu domény BH4 ve vodném prostiedi je
soustfedéna do a-Sroubovicové struktury vhodné pro priznivou interakci s negativné nabitymi
membranami (Khemtemourian et al. 2006). Ukazuje se, ze proteiny jsou pievazné umistény
mimo membranu, avsak jejich piesné vloZeni a tvorba komplexu nejsou dobfe znamy. Bcl-2 se
trvale nachazi v membranach, zatimco Bcl-xl a Bcl-w se vazou na membranu az po
cytotoxickém signalu (Cory & Adams 2002).

Bcl-2 bréani v oligomerizaci proapoptitickym proteinim BAX a BAK, ktera by jinak vedla
k uvolnéni n€kolika apoptogennich molekul z mitochondrie. Je také znamo, ze Bcl-2 se vaze
na a deaktivuje BAX a dal$i pro-apoptotické proteiny, ¢imz inhibuje apoptozu (Kale et al.
2018). Bcl-2 muze také regulovat aktivaci nékolika iniciatorovych kaspaz, jako je kaspaza 2,
Ktera ptisobi nezavisle na uvolfiovani cytochromu ¢ z mitochondrii. Kromé toho Bcl-2 pfimo
blokuje uvolnovani cytochromu ¢, a proto brani v aktivaci APAF-1 a kaspazy-9 (Reed 1998;
Flora et al. 2012).

Bcl-2 nebyl lokalizovan pouze na vn&j§i mitochondridlni membrané, ale také
v jaderném obalu a membran¢ endoplazmatického retikula (ER). V ER reguluje ukladani
vapniku, jehoz intracelularni hladiny prokazaly vliv na apoptozu. Bcl-2 spojeny s ER je schopen
chranit pted apoptézou vyvolanou riznymi spoustéci. Bel — x| také reaguje s proapoptotickymi
Cleny, jako jsou Bax a Bak prostiednictvim jejich BH3 domény (Simonenet al.
2004; Khemtemourian et al. 2006). Je mozné, ze antiapoptoticky uc¢inek Bcl-2 a Bcl-xl se
ptevede na proapoptoticky v piipad¢, Zejsou tyto proteiny po zahajeni apoptdzy
Stépeny kaspazami (Bellows et al. 2000).
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3.7. Struktura a funkce mitochondrii pri apoptéze

Mitochondrie je organela obklopena dvéma membranami, které se odliSuji nejen slozenim,
ale takeé strukturou a funkci (Gurp et al. 2003; Martin 2012). Vnéjs$i mitochondrialni membrana
(OMM z anglického outer mitochondrial membrane) vykazuje oproti vnitini mitochondrialni
membrané (IMM z anglického inner mitochondrial membrane) vyssi propustnost pro molekuly
az do 5 000 daltonti. Tato propustnost je zprosttedkovana napétoveé zavislym aniontovym
kanalem (VDAC zanglického voltage-dependent anion channel), ktery ve své oteviené
konfiguraci ptfedstavuje nejhojnéjsi protein vnéj$i membrany. Vétsi proteiny mohou byt
transportovany do mitochondrii za podminky, ze na svém N-konci obsahuji tzv. signalni
sekvenci. Takové proteiny mohou byt aktivné pfeneseny prostiednictvim vicepodjednotkoveého
komplexu TOM (translocase of the outer membrane) (Herrmann & Neupert 2000). Vnéjsi
mitochondridlni membrana je pfesto pro proapoptotické proteiny, které se nachazeji
v mezimembranovém prostoru mitochondrii, nepropustna. To je pro regulaci apoptdzy u savcu
zcela kli¢ové. Mechanismy, kterymi se tito inicidtofi apoptdzy uvoliiuji z mitochondrii, vSak
zUstavaji nejasné. Aby se zachovala integrita této membrany a zabranilo se uvoliiovani
proapoptotickych proteinli z mezimembranového prostoru, je nutné udrzovat propustnost vnéjsi
mitochondrialni membrany zejména prostiednictvim napétové zavislych aniontovych kanalu
(Mohamad et al. 2005). Vngjsi mitochondrialni membrana muize byt spolu s cisternami
endoplazmatického retikula spojena do struktury ozna¢ované MAM (mitochondria-associated
ER-membrane). Toto spojeni je dilezité piedevsim z hlediska vapnikové signalizace mezi
témito dvéma organelami (Hayashi et al. 2009).

Vnitini mitochondridlni membréana je vysoce nepropustnd, proto témeét vSechny proteiny
mohou byt pifes tuto membranu transportovany pouze prostiednictvim specialnich
membranovych ptrenasect zvanych TIM (the translocase of the inner membrane) nebo Oxal
(Herrmann & Neupert 2000). Spletita vnitini mitochondrialni membrana tvoii funkéni kristy,
které se setkavaji v misté jejich propojeni pisobenim komplexii OPA1. V kristach je na
kardiolopin vdzan cytochrom c, ktery se zapojuje se do elektronového transportniho fetézce
(ETC) tim, ze pfenasi elektrony mezi komplexy III a IV. Protonovy gradient generovany z ETC
je vyuzit pro produkci ATP prostiednictvim F1FO-ATP syntazy neboli komplexu V (Wu &
Bratton 2013).
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Obr. 3: Regulace permeability vn&j§i mitochondrialni membrany pomoci ¢lend Bel-2 rodiny
a reaktivnich forem kysliku. (A) Mitochondrie pied permeabilizaci vnéj$i mitochondrialni
membrany. (B) Mitochondrie béhem permeabilizace vnéj$i mitochondridlni membrany (Wu
& Bratton 2013).

Jednim ze zpusobu aktivace vnitini apoptotické drahy je permeabilizace vngjsi
mitochondrialni membrany. Clenové BH3-only rodiny (napi. TBID), antagonizuji ¢leny
antiapoptotické rodiny nebo pifimo aktivuji BAX a BAK, coZ vede k tvorbé pérti ve vnéjsi
mitochondridlni membrané, kterymi mlZe prochazet cytochrom c. Existuji urcité diikazy, Ze
ROS muze také oxidovat BAX, coz vede k tvorbé BAX dimert (pfipojenych pomoci
disulfidické vazby), které se nasledné translokuji do vné&jsi mitochondridlni membrany. V misté
spojeni krist, tBID a neoligomerizované BAX a BAK zpusobuji na OPA1 zavislé otevieni
spojeni prostfednictvim mechanismi, které ziistavaji nevyreseny. V kristach narusuje ROS
interakci cytochromu c s kardiolipinem pfimou oxidaci kardiolipinu. Cytochrom c poté volné
prochazi z kristalniho prostoru do mezimembranového prostoru a nasledné do cytoplazmy pies
pory oteviené pomoci BAX a BAK, kde mtze aktivovat apoptosom Apaf-1 (D'Alessio et al.
2005). Ztrata cytochromu c z elektronového transportniho fetézce (ETC) spousti produkei O,
protoze elektrony jsou pfenaSeny na Oz, spiSe nez na komplex IV. Je pozoruhodné, Ze
cytochrom ¢ muze byt také piimo oxidovan, zejména na Met-80, coz narusuje jeho interakci
s hemovym Zelezem. Absence hemu méni konformacni tvar cytochromu c¢ a inhibuje jeho
schopnost stimulovat aktivaci apoptosomu. Jakmile jsou kaspazy aktivovany, mohou prochazet
permeabilizovanou vnéj§i mitochondrialni membranou a cilovymi podjednotkami
v komplexech I a II, coz dale narusuje ETC a nuti komplex V, aby bézel opa¢né v marné snaze
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obnovit protonovy gradient a membranovy potencidl. V nékterych ptipadech, zejména po
vystaveni ROS a Ca?*, mohou mitochondrie podléhat pfechodné propustnosti, pfi¢emz vnitini
mitochondridlni membréna se stane propustna pro vodu a soluty. V tomto pfipad¢ za¢ne matrix
bobtnat, a protoze povrch vnitfni mitochondrialni membrany vyrazné prevysuje povrch vnéjsi
mitochondrialni membrany (OMM), OMM nakonec praskne a cyt ¢ unikne do cytoplazmy (obr.
3B) (Tait & Green 2010).

3.7.1.1.  U&inky reaktivnich forem Kysliku na ¢leny rodiny Bel-2

Peroxid vodiku (H202) indukuje dimerizaci BAX piimou tvorbou disulfidické vazby Cys-
62 a Cys-126, ktera podporuje jeho translokaci z cytoplazmy (D'Alessio et al. 2005). Ve vétsing
ptipadi vSak oxida¢ni stres méni funkei ¢lent rodiny Bel-2 regulaci kinaz, které je fosforyluji.
Obecné feceno, reaktivni formy kysliku jsou schopné aktivovat p38 mitogenem aktivovanou
proteinovou kinazu (MAPK), c-Jun N-koncovou kinazu (JNK), extracelularni signalné
regulovanou kinazu (ERK) a drahy Akt, v zavislosti na kontextu (Torres 2003; Ahn 2014).

3.7.1.2.  Cytochrom c a reaktivni formy kysliku

Predpoklada se, ze oxidanty hraji dilezitou roli pfi uvoliiovani cytochromu c
z mitochondrii a ve schopnosti cytochromu ¢ stimulovat tvorbu apoptosomu. Uvoliiovani
cytochromu c v8ak také narusuje elektronovy transportni fetézec (ETC) a stimuluje produkci
reaktivnich forem kysliku (Wu & Bratton 2013).

3.7.1.3.  Uloha reaktivnich forem kysliku v uvoliiovani cytochromu ¢

Kardiolipin je jedine¢ny fosfolipid nachdzejici se ve vnitini mitochondrialni membrané
(IMM), kde se asociuje s nckolika enzymy potfebnymi pro oxidativni fosforylaci, véetné
cytochromu ¢ (Rytomaa & Kinnunen 1995; Dai et al. 2014). Vzhledem k tomu, Ze mitochondrie
jsou hlavnim intracelularnim zdrojem reaktivnich forem kysliku, zejména v komplexech I a Ill,
je kardiolipin ve stresovanych mitochondriich pfimo vystaven relativné vysokym koncentracim
reaktivnich forem kysliku. Kardiolipin navic obsahuje ¢tyfi typicky nenasycené mastné acylové
fetézce (ve srovnani s dvéma ve vétSing fosfolipidil), a je proto citlivéjsi na oxidaci. Cytochrom
¢ vazany na kardiolipin slouzi také jako peroxidaza, kterd mtize oxidovat kardiolipin zptisobem
zavislym na H.O> (Kagan et al. 2005). Jakmile je kardiolipin oxidovan, disociuje se z enzymu
ve vnitini mitochondridlni membrané, véetné cytochromu c, a obohacuje vnéjsi mitochondrialni
membranu (Petrosillo et al. 2001; Wu & Bratton 2013). Zda se, ze tBID cili na vngjsi
mitochondrialni membranu, alespoii ¢astecné, kvili jeho silné vazebné afinité ke kardiolipinu
a poté podporuje BAX oligomerizaci, kterd nakonec vede k tvorbé pdérti a uvoliovani
cytochromu c. Stru¢né feceno, uvoliiovani cytochromu c je proces zavisly na kardiolipinu, ve
kterém hraje dulezitou roli oxidace kardiolipinu (Korytowski et al. 2011).
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Zatimco tvorba pdéru pomoci BAX ¢i BAK ve vnéj$i mitochondridlni membrané je
nejrozsifenéjsim modelem pro permeabilizaci vnéj$i mitochondridlni membrany, alternativni
model zahrnuje aktivaci pfechodné propustného poru i zavislého na BAX / BAK (PT pér),
slozeny z napétové zavislého aniontového kanalu (VDAC), adeninového nukleotidového
transportéru (ANT) a cyklofilinu D. Na rozdil od vnéjsi mitochondrialni membrany je vnitini
mitochondrialni membrana nabita a nepropustna pro vodu a rozpusténé latky, ale v reakci na
urcité proapoptotické podnéty se oteviou PT pory, coZ ma za nésledek katastrofické bobtnani
matrix, prasknuti vné&j§i mitochondrialni membrany, a nakonec uvolnéni cytochromu ¢ (Garrido
at al. 2006). Dilezité je, Ze nejznaméjsi induktory permeability zahrnuji oxidacni stres a influx
Ca2 +. I kdyz existuje znacna neshoda ohledn¢ existence PT poéru tak jak je definovéna a jeho
role v uvoliovani cytochromu c, jakoz i mechanismu, kterymi c¢lenové proapoptotické
a antiapoptotické Bcl-2 rodiny reguluji ptrechod propustnosti (Lemasters et al. 2009).

3.7.1.4. Modely permeability vnéjsi mitochondrialni membrany
3.7.1.4.1. Model ptim¢ aktivace

Charakteristickym rysem modelu ptimé aktivace je vyzadani BH3 proteinu k ptimé vazbé
a aktivaci multihomologické oblasti Bcl-2 proapoptotickych proteind, Bax a Bak. Model piimé
aktivace klasifikuje BH3 proteiny jako aktivatory nebo senzibilizatory na zaklad¢ jejich afinity
k vazbé na multiregionové Bcl-2 proteiny. Aktivatorové BH3 proteiny - tBid, Bim a Puma - se
vazou na proapoptotické i antiapoptotické Bcl-2 multiregionové proteiny (Kim et al. 2009).
Senzibiliza¢ni BH3 proteiny - Bad, Noxa, Bik, Bmf, Hrk a Bnip3 - se vaZou na antiapoptotické
proteiny, ¢imz uvolnuji proteiny BH3 aktivatoru k podpofe permeabilizace vnéjsi
mitochondridlni membrany (MOMP) (Letai et al. 2002; Sinha et al. 2013). Antiapoptotické
proteiny se vazou jak na aktivator, tak na senzibilizaéni BH3 proteiny, ale nejsou schopny tvofit
komplex s Bax a Bak. Bunka tedy musi izolovat antiapoptotické BH3 proteiny, aby zabranila
aktivaci Bax / Bak a apopt6ze (Kim et al. 2009).

3.7.1.4.2. Model pfemisténi

V modelu pfemisténi se proteiny BH3 nevazi pfimo na Bax a Bak, aby zpUsobily jejich
aktivaci. Bax a Bak jsou konstitutivné aktivni, a proto musi byt inhibovany antiapoptotickymi
proteiny, aby bunka pfezila. K zahdjeni apoptozy vytlacuji BH3 proteiny Bax a Bak
z antiapoptotickych proteinti, aby podporovaly Bax nebo Bak zprostfedkovanou permeabilitu
vnéj$i mitochondridlni membrany (MOMP). Protoze BH3 proteiny selektivné interaguji
s omezenym spektrem antiapoptotickych proteinti, je k indukci apoptdézy v builkach
exprimujicich vice ¢lenil antiapoptotické Bcl-2 rodiny nutna kombinace BH3 proteinti (Chen et
al. 2005). Na podporu tohoto modelu jsou v d¢€licich se buiikach pfitomny heterodimery Bak
s Mcl-1 a Bcl-x1, a nadmérna exprese Noxa vytésiuje heterodimery Bak — Mcl-1, uvoliiuje Bak
a tvofi komplexy Noxa — Mcl-1. V téchto bunkach je nutnd kombinace Bad a Noxa
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k neutralizaci u¢inku jak Bcl-xl, tak Mcl-1, aby byla kone¢n¢ vyvolana apoptoza (Willis et al.
2005).

3.7.1.4.3. Zabudovany model

Zabudovany model zahrnuje roli membréany jako ,,mista ptisobeni* pro vétSinu proteind
rodiny Bcl-2, protoze permeabilita vnéjsi mitochondridlni membrany (MOMP) se nevyskytuje,
dokud Bax a Bak nedosahnou své kone¢né aktivni konformace na membrang. Interakce
s membranami vedou k vyraznym zménam v konformacich proteinti rodiny Bcl-2, které tidi
jejich afinitu k relativnim lokalnim koncentracim vazebnych partneri (Garcia-Saez et al. 2009).
Naptiklad cytoplazmatické multiregionové proteiny Bax a Bcl-xlI prochazeji po interakci
s vnéj$i mitochondridlni membranou (MOM) reverzibilnimi konforma¢nimi zménami, které
zvySuji afinitu k vazbé na BH3 protein, coz zptsobuje dalsi konformacni zménu a umoziuje
inzerci do membrany (Edlich et al. 2011).

V tomto modelu se senzibiliza¢ni BH3 proteiny vazou pouze na antiapoptotické proteiny.
Dusledky této interakce vSak zahrnuji vlastnosti modell pfemisténi i pfimé aktivace, protoze
senzibilizaéni BH3 proteiny neutralizuji dvoji funkci antiapoptotickych proteinti vytésnénim
jak aktivatorovych BH3 proteinli, tak Bax nebo Bak z membrdnové zformovanych
konformatora antiapoptotickych proteini. Protoze jsou to aktivované formy Bax a Bak, které
jsou vazany na antiapoptotické proteiny v membrané, senzibiliza¢ni proteiny uvoliuji
konformery Bax a Bak kompetentni k oligomerizaci a permeabilizaci membran (Lovell et al.
2008).

Dalsim charakteristickym rysem tohoto modelu je dvoji role pfifazena aktivatorovym BH3
proteinlim, které pfimo aktivuji proapoptotické proteiny a také se vaZou na antiapoptotické
proteiny. Kdyz aktivatorové BH3 proteiny interaguji s Bax a Bak, podporuji jejich inzerci do
membrany, nacez Bax a Bak oligomerizuji a permeabilizuji bunééné membrany. Podobné
interakce aktivatorovych BH3 proteinii s antiapoptotickymi proteiny podporuje jejich inzerci
do membran. V tomto piipadé vSak protein BH3 funguje jako senzibilizator, protoze vazany
antiapoptoticky protein neni schopen vazat Bax nebo Bak. Oddéleni v8ak probiha obéma
zpisoby a vazbou na BH3 protein jej antiapoptoticky protein inhibuje na membrané. Protoze
interakce aktivatorovych BH3 proteint s proapoptotickymi i1 antiapoptotickymi proteiny rodiny
Bcl-2 je reverzibilni, je proto mozné, aby jeden protein BH3 interagoval s proapoptotickymi
1 antiapoptotickymi proteiny (v zavislosti na jejich relativnich irovnich exprese), ¢imz se méni
jejich konformace na membranach (Aranovich et al. 2012).

3.7.1.4.4. Sjednoceny model

Sjednoceny model funkce rodiny Bcl-2 navazuje na zabudovany model. Tento model
rozliSuje zndmé interakce antiapoptotickych Bcl-2 proteinti k oddéleni aktivatorovych BH3
proteind jako 1. mdéd a oddé€leni aktivnich forem Bax a Bak jako 2. mdd. Ackoli v bunikach
probihaji oba zpisoby inhibice soucasng, v unifikovaném modelu je inhibice apoptozy
prostiednictvim 1. médu méné G¢innd a je snaze piekonatelnda BH3 senzibilizatory, aby
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podporovala permeabilitu vnéj§i mitochondridlni membrany (MOMP), neZz inhibice
prostiednictvim 2. modu. Dulezité je, ze sjednoceny model také zahrnuje funkce Bax a Bak
v mitochondridlnim S$tépeni a fuzi a predpoklada, Ze tento proces ovliviiuje pouze represe 2.
modu (Llambi et al. 2011).

Dualni funkce pfifazena antiapoptotickym proteinim je tedy sdilena jak zabudovanymi, tak
sjednocenymi modely. V prvnim piipad¢ je vSak souhra mezi Cleny rodiny Bcl-2 urcovana
konkuren¢nimi rovnovahami, proto hojnost proteint a specifické podminky bunécné fyziologie
véetné posttranslaénich modifikaci ur¢i prevladajici interakce. Vysledkem je, Zze zabudovany
model se 1isi od sjednoceného modelu v tom, Ze ptedpovida, ze bud’ méd 1 nebo mdd 2 mohou
byt dominantni v zavislosti na okolnostech, jako je konkrétni forma stresu a typ bunky (Shamas-
Din et al. 2013).

A Model piimé aktivace B Model piemisténi C Zabudovany model D Sjednoceny model

\ 4

Obr. 4: Schémata hlavnich mechanismt pro regulaci permeability vnéj$i mitochondrialni
membrany (MOMP) proteiny Bcl-2. (1) Aktivace; (L) inhibice; (L 1) vzajemny oddéleni.
Spéarované symboly vpied a vzad oznacuji, Ze model vyslovné odkazuje na rovnovahu. (A)
Model piimé aktivace, (B) Model pfemisténi, (C) Zabudovany model, (D) Sjednoceny model
(Shamas-Din et al. 2013).

3.7.1.5. Multidoména a jeji proapoptoticti clenové

Bax (Bcl-2-asociovany X protein) byl identifikovan koimunoprecipitaci s Bcl-2. Na rozdil
od Bcl-2 nadmérna exprese Bax podporovala bunécnou smrt a protichidné funkce ur€ili
rheostat model, kdy relativni koncentrace proapoptotickych a antiapoptotickych ¢lend rodiny
Bcl-2 urCuji bunéény osud. Objev Bcl-xl naznalil, Ze antiapoptotickou funkci muze
zprostiedkovat vice ¢lenti nez jen Bcl-2, kratce nato byl Bak (antagonista / zabijak Bcl-2)
klonovan a rozpoznan jako druhy proapoptoticky protein fungujici podobné jako Bax, piestoze
je vice homologni s Bcl-2 nez Bax (Martinou & Youle 2011). Buiiky, ve kterych byl vyfazen
gen kodujici bud’ Bax nebo Bak, byly stale nachylné k apoptéze. Bunky Bax - / - / Bak - / -
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s dvojitym knockoutem vSak byly rezistentni vii¢i témet vSem podnétim smrti. Demonstrace,
Ze jsou spolecné nezbytné pro téméf vSechny typy smrti apoptotickych bun€k (kromé cest
receptord smrti, kde jsou efektorové kaspazy ptimo aktivovany iniciatorovymi kaspdzami),
poskytuje mechanismus pro integraci proapoptotickych a antiapoptotickych signald
prostiednictvim spole¢ného mechanismu Bax a Bak zprostfedkovanou membranovou
permeabilizaci. (Wei et al. 2001; Czabotar et al. 2013).

Bax i Bak zprostifedkovavaji funkci smrti v MOM, kde oligomerizuji a permeabilizuji vnéjsi
mitochondridlni membranu (MOM), coz vede k uvolnéni proteinli mezimembranového
prostoru (IMS), jako je cytochrom c, HTRA2, DIABLO a endonukledza G (Kuwana
& Newmeyer 2003; Siddiqui et al. 2015).

Zatimco Bax mé& vysokou afinitu k antiapoptotickym proteinim, Bcl-2 a Bcl-xI, Bak ma
vysokou afinitu k antiapoptotickym proteinim, Mcl-1 a Bcl-x1. Dalsi rozdil spoc¢iva v tom, Ze
Bak je konstitutivné vazén na vnéjSi mitochondridlni membranu (MOM), zatimco Bax je
primarné cytosolicky, ale po apoptotickych podnétech migruje na vnéj$i mitochondrialni
membranu (Llambi et al. 2011). Rozdil v lokalizaci Bax a Bak v nestresovanych bunkach je
vysledkem polohy Sroubovice 9. Studie ukazuji, Ze v pocatecnim kroku aktivace je spirala 9
Baxu navdzana na hydrofobni kapsu v ,.cis“, coz brani helixu 9 v zavedeni do vné&jsi
mitochondridlni membrany (Suzuki et al. 2000; Czabotar et al. 2013). Narus$eni interakce
Sroubovice 9 s hydrofobni kapsou zptisobuje konstitutivni cileni Bax na mitochondrie (Brock
et al. 2010). Naopak, uvazani Sroubovice 9 na hydrofobni jadro Baxu rusi cileni Bax na vné&jsi
mitochondrialni membranu (MOM) a permeabilizaci membrany (Gavathiotis et al. 2010).

3.7.1.6. Mechanismus aktivace Bax / Bak a tvorba porua

Byla zjisténa konformaé¢ni zména v amino-koncové oblasti u Bax i Bak, ktera koreluje
s aktivaci. Kdyz Bax ptechodné interaguje s membranami, vystavuje amino-terminalni epitop,
ktery Ize detekovat pomoci monoklonalni protilatky 6A7 (Dewson et al. 2009). Po interakci
s BH3 proteiny, které zplisobuji membranovou inzerci Bax, je zména epitopu detekovand 6A7
»uzamcéena®, to znamend, Ze jiz neni reverzibilni. Expozice epitopu 6A7 byla pfi¢itana
konformaéni zméné v a helixu 1 u Bax. Sekvence udalosti je pravdépodobné odlis§né pro amino-
koncovou konformaéni zménu v Bak, protoze protein je konstitutivné vdzan na membranu
(Peyerl et al. 2007).

Po aktivaci je dalsi krok vedouci k oligomerizaci a tvorbé port stale pfedmétem debaty.
Nedavno byla identifikovana druhd hydrofobni kapsa Bax prostfednictvim vazby s BH3
peptidem Bim (Gavathiotis et al. 2010). Tato nova vazebna plocha zvana ,,zadni kapsa“ je
sloZena ze spirdl 1 a 6 a je umisténa na opacné stran¢ od kanonické ,,pfedni* BH3 vazebné
kapsy Bax (slozena ze spiral 2—4). V cytoplazmatické formé Baxu je zadni kapsa maskovana
nestrukturovanou smyckou mezi Sroubovicemi 1 a 2, stejn€ jako ptedni kapsa maskovana
Sroubovici 9. Pokud je smycka Sroubovice 1-2 pfivazana k zadni kapse, nemize Bax vystavit
epitop 6A7 ani uvolnit Sroubovici 9 z predni kapsy, coz Bax deaktivuje. To naznacuje, ze Bax
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musi podstoupit nékolik konformacnich zmén, aby se mohl vézat na membrany
a oligomerizovat za vzniku p6ort. Bax a Bak také obsahuji dal$i dvé domnéle transmembranové
oblasti umisténé ve Sroubovicich 5 a 6. Po aktivaci Bax vlozi Sroubovice 5, 6 a 9 do vné&jsi
mitochondrialni membrany (Annis et al. 2005). Naproti tomu Sroubovice 9 Baku je
konstitutivné transmembréanova a Bak po aktivaci vlozi (alespoil) a6 do vnéjsi mitochondridlni
membrany. Navic Bak po aktivaci BH3 proteiny bez své karboxyterminalni transmembranové
domény je stale schopen vlozit se do membran a oligomerizovat, coz zpiisobuje tvorbu pori.
Jedna nebo vice domén Bak kromé helixu 9 tedy musi byt ukotvena v membranach (Oh et al.
2010).

A Symetricka dimerizace

(M M.,

Membrana

B Asymetricka dimerizace

99999900

PRSILCTIVES

Membréana

Obr. 5: Modely tvorby dimerti Bax a Bak. (A) Symetricka dimerizace: Aktivni monomery Bax
a Bak se sroubovicemi zabudovanymi do MOM vystavuji své BH3 oblasti, které se zase vazou
na ,,predni kapsu“ slozenou z hydrofobni drazky BH1-3 sousedniho monomeru. Tato vazba
meéni konformaci ,,zadni kapsy* slozené ze Sroubovic 1 a 6, coz umoziiuje homodimertim
vytvaret tetramery a dale Sifit oligomerizaci. (B) Asymetricka dimerizace: Aktivni Bax a Bak
vystavuji své oblasti BH3, které interaguji se zadni kapsou na sousednim monomeru a tvori
oligomer prostfednictvim naslednych interakci zadni kapsy: oblasti BH3 (Shamas-Din et al.
2013).

At uzZ se vaze na ,,predni* nebo ,,zadni* kapsu, oblast BH3 umisténd v a Sroubovici 2 jak
Bax, tak Bak je nezbytna pro homodimerizaci (Dewson et al. 2008). Objevily se dva modely
jak proapoptotické proteiny tvotici pory, tak $ifici dimery na vétsi oligomery. Asymetrické
a symetrické modely dimera navrhuji, aby monomery Bax a Bak interagovaly prostfednictvim
svych oblasti BH3 a Sroubovice 6, 1i§i se vSak v tom, které kapsy proteinli pouZivaji
k oligomerizaci (obr. 5). Model asymetrického dimeru byl navrzen po identifikaci zadni kapsy
(Gavathiotis et al. 2010). V tomto modelu aktivaéni BH3 proteiny iniciuji aktivaci Bax vazbou
na zadni kapsu, coZ zplsobuje alosterické konformacni zmény, které pfemist’uji Sroubovici 9,
coz umoziuje Bax cilit na vnéj$i mitochondridlni membranu. Sekvenéni oligomerizace probiha
v BH3 oblasti aktivované vazby Bax na zadni kapsu jiného monomeru Bax, ¢imz je jeji oblast
BH3 vystavena dal$imu Sifeni oligomerizace (Kim et al. 2009).
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3.7.2. Endoplazmatické retikulum a rodina Bcl-2

Dukazy o zasadni roli endoplazmatické retikulum (ER) v mnoha apoptotickych drahach
a zapojeni ¢lent rodiny Bel-2 do zprostiedkovani téchto drah jsou stale vice zjevné (Oakes et
al. 2006). Napiiklad Bcl-2 a Bcl-xl s naruSenym ER mohou inhibovat apoptoézu iniciovanou
riznymi podnéty (Germain et al. 2005; Bhatt et al. 2008) jako je BAX, BAK (Chami et al.
2004). Stejné tak tada proteinti obsahujicich pouze BH3 doménu miize prostfednictvim své
aktivity podporovat apoptdzu ER (Puthalakath et al. 2007; Upton et al. 2008). Proteiny rodiny
Bcl-2 na ER reguluji apoptozu jak pfimou modulaci signalnich drah vedoucich k aktivaci
kaspaz, tak modulaci signalizace Ca** ER (Oakes et al. 2006; Rong & Distelhorst 2008).
Naopak, samotné proteiny rodiny Bcl-2 mohou byt modulovany signaly vychazejicimi z ER,
a proto maji zasadni roli v apoptotickych drahach iniciovanych stresem ER (Oakes et al. 2006).

Regulace uvoliiovani vapniku z ER je relevantnim modula¢nim krokem pii urcovani
bunééného osudu v reakci na nescetné mnozstvi fyziologickych a cytotoxickych podnéta.
Vépnik se uvoliiuje z ER primarné pfes kandly membranové spojené s inositol 1,4,5-
trisfosfatem (IP3), nazyvané také receptory IP3 (IP3R). Zajimavé je, ze IP3R jsou distribuovany
ve specializovanych subdoménach ER - membranach asociovanych s mitochondriemi (MAM)
lokalizovanych v tésné blizkosti mitochondrii (Phillips & Voeltz 2016). MAM usnadiuji rychly
a lokalizovany pienos vapniku a vytvafeji meziorgdnovou vazbu s dilezitymi disledky pro
cytosolické pufrovani vapniku, metabolismus mitochondrii a bunéénou smrt (Phillips & Voeltz
2016; Rizzuto et al. 2012).

Bunéény vysledek zvyseni koncentrace cytosolického vapniku a jeho nésledné vychytavani
mitochondriemi zavisi na intenzité a trvani samotného vapnikového signalu a na pfitomnosti
nebo nepiitomnosti pfislusnych regulacnich proteint. Naptiklad vysokofrekvencni cytosolické
oscilace vapniku jsou uUc¢inné pienaSeny do mitochondrii, coz vede k aktivaci nékolika
mitochondrialnich enzymu zavislych na vapniku, samotné F-ATP syntazy a nosic¢ti metaboliti,
a to ma za nasledek zvySeni mitochondrialni respirace a produkci ATP (Rizzuto et al. 2012).
Na druhou stranu, trvalé uvoliovani vapniku z ER muze pfetizit mitochondrialni matrix
a spustit mechanismus mitochondrialni permeabilizace a uvolfiovani cytochromu ¢ nezavisle
na BAX a BAK pomoci pfechodného poru propustnosti mitochondrii (MPTP) (Bernardi et al.
2015). MPTP je spojen s expanzi mitochondrialni matrix, vyvolanim dostate¢ného otoku
k prasknuti vnitfni a vn&j§i mitochondridlni membrany, coZ zpisobuje uvoliovani
apoptotickych mediatord, véetné cytochromu c, a nahlé snizeni hladiny ATP (Baines et al.
2005).

Studie podporuji roli rodiny Bcl-2 pii kontrole obsahu vapniku ER i pfi jeho uvoliovani.
Monaco et al. 2012; Rong & Distelhorst 2008). Obecné plati, ze proapoptoticti clenové rodiny
Bcl-2 podporuji trvalé uvoliovani vapniku a nasledné uvolovani cytochromu c, zatimco
antiapoptotické proteiny Bcl-2 vykazuji dvoji funkci, inhibuji proapoptotické uvoliovani
vapniku a podporuji antiapoptotickou oscilacni signalizaci vapniku (Rong & Distelhorst 2008).
Dikazy naznacuji, ze molekularni mechanismus, ktery je zakladem kontroly homeostazy
vapniku ER proteiny Bcl-2, je ¢astecné zprostiedkovan IP3R. Nejprve Bcl-2 interaguje
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s centralni modulaéni a vazebnou doménou IP3R prostfednictvim domény BH4. Funkénim
dusledkem této interakce je inhibice uvoliiovani vapniku zprostiedkovaného I1P3 a apoptozy
indukované IP3R (Rong et al. 2009). Za druhé, Bcl-2, Bcl-xI a MCL-1 pfimo interaguji
s C-terminalni doménou vSech tii izoforem IP3R (Li et al. 2007; Eckenrode et al. 2010). Na
rozdil od inhibice IP3R zprostiedkované Bcl-2 tyto interakce senzibilizuji IP3R na nizké
hladiny IP3, coz vyvolava vysokofrekvencni oscilacni vzorec uvolnovani véapniku, ktery
koreluje se zvySenou mitochondrialni bioenergetikou a odolnosti proti bunééné smrti (White et
al. 2005; Eckenrode et al. 2010).

3.6. Metody detekce apoptdzy

Existuje mnoho zptsobt, jak mohou bunky zemfit. Proto bylo vyvinuto né€kolik metod
detekce bunééné smrti. Klasifikace bunécné smrti pfedstavovala urcité obtize, které byly
pfekonany zavedenim piisnych vybérovych kritérii, kterd by se méla vztahovat i na detekéni
metody. Vybér testh je =zalozen na morfologickych kritériich a rozliSitelnych
znacich apoptotickych cest. Detekce apoptdzy zahrnuje metody souvisejici s membranovymi
zménami, fragmentaci DNA, cytotoxicitou a bunéénou proliferaci, mitochondrialnim
poskozenim, imunologickou detekci a testy zalozenymi na jejich mechanismu.

3.6.1. Svételna mikroskopie

Svételnd mikroskopie pomohla pfi identifikaci rtiznych morfologickych zmén, ke
kterym dochdzi béhem apoptézy. Béhem casného procesu apoptozy je vidét smrsténi bunék
a pyknéza rutinnim mikroskopem s barevnym svétlem (EImore2007). Pii barveni
hematoxylinem a eosinem se apoptoticka burika jevi jako kulatd nebo ovalna hmota s tmavou
eozinofilni cytoplazmou a hustymi fialovymi fragmenty nuklearniho chromatinu (Johnson et
al. 2000; Alabsi et al. 2016). Se smr§tovanim bunék jsou buiky mensi, cytoplazma je husta
a organely jsou tésnéji zabalené. Pyknoza je vysledkem kondenzace chromatinu, coz je
nejcharakteristi¢téj$i rys apoptozy. ZmenSené bunéné fragmenty, jako apoptoticka téliska,
jsou fagocytovana sousednimi buiikami, degradovana nebo vytlacovéana z lumenu. V podstaté
neexistuje  zanétliva  reakce  spojend ani s procesem  apoptdzy,  ani
s odstranénim apoptotickych bunék, protoze: (a) apoptotické buniky neuvoliiuji své bunééné
slozky do okolni intersticidlni tkané¢; (b) jsou rychle fagocytovany okolnimi buiikami, coz
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cytokiny (Kurosaka et al. 2003; Fresco et al. 2010).
3.6.2. Elektronova mikroskopie

Elektronovd  mikroskopie  definuje subceluldrni zmény 1épe.  Ukazuje nejvice
patrné zmény jako je faze kondenzace chromatinu a elektronové husty jaderny material
agregovany periferné pod jadernou membranou (Louagie et al. 1998). Dochazi k rozsahlému
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bobtnani plazmatické membrany, nésleduje Karyorhyzaa separace bunéfnych fragmenti
do apoptotickych télisek. Apoptoticka téliska se skladaji z cytoplazmy s tésné zabalenymi
organelami s jadernym fragmentem nebo bez n¢;j. Integrita organel je stile udrzovana, a to vse
je uzavieno v intaktni plazmatické membrané. Apoptozu lze studovat bud’ pod skenovacim
elektronovym mikroskopem SEM nebo transmisnim elektronovym mikroskopem TEM
(Yasuhara et al. 2003).

3.6.3. Gelova elektroforéza

Fragmentace DNA béhem apoptdzy probihd ve dvou fazich. Dochdzi k postupné
degradaci DNA, zpocatku na fragmenty DNA s vysokou molekulovou hmotnosti (HMW)
o velikosti pfiblizné 300 kb, které jsou detekovany gelovou elektroforézou. Charakteristickym
znakem apoptotickych fragmentit DNA je, Ze se vytvateji jednotetézcové i dvoufetézcové zlo
my (Higuchi 2004; Saadat et al. 2015).

DNA se z apoptotické buiiky extrahuje a vysrazi se polyethylenglykolem (PEG),
agarozou nebo polyakrylamidem. Fragmentovana DNA zlstava v supernatantu a lze ji snadno
podrobit gelové elektroforéze nebo kvantifikaci pomoci fluorescencnich barviv
(Stellwagen 2009). Fragmentace DNA do oligonukleozomalnich Zebtickt je charakteristicky
pozorovana u ¢asnych udalosti apoptézy v rozmezi 20-300 kb. Nedavné dikazy vsak
naznacuji, Ze vSechny apoptotické buiiky nemusi vykazovat rozsahlou fragmentaci DNA.
Jelikoz i nékolik zlomi dvoutetézcové DNA zpusobi, ze bunka nebude schopna uspésné
podstoupit mitdzu, Ize takovou fragmentaci DNA povazovat za biochemickou definici smrti
(Archana et al. 2013).

3.6.4. Detekce apoptozy testem TUNEL

Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP Nick End Labeling neboli TUNEL
je test ktery byl navrzen k detekci apoptotickych bunék, které prochazeji rozsadhlou degradaci
DNA béhem pozdnich stadii apoptézy. Metoda je zaloZena na schopnosti TdT znalit tupé
konce dvouvlaknovych zlomi DNA nezavisle na templatu (Kyrylkova et al. 2012).

Biochemickym znakem apopt6zy je degradace DNA endonukledzami, které produkuji
fragmenty dvoutetézcovych oligonukleosomalnich DNA. Tyto fragmenty DNA lze rozdélit do
ZebtiCkového vzoru na elektroforéze na agarosovem gelu (Saraste 1999). Tato metoda vSak
nemuze poskytnout informace tykajici se histologické lokalizace fragmentace DNA na urovni
jedné bunky nebo ve smisenych populacich bun¢k (Kyrylkova et al. 2012).

TUNEL je test na lokalizaci fragmentace apoptotické DNA in situ. Metoda se opira
o identifikaci tupych koncti dvouvlaknovych zlomt DNA pomoci TdT nezavislou na templatu.
Enzym katalyzuje ptidani znacenych dUTP na 3'-hydroxylové konce DNA, které lze
vizualizovat pomoci imunohistochemickych technik (Rode et al. 2004).
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Kinetika barveni testu TUNEL zavisi na koncentraci ¢inidla, fixaci tkané, rozsahu
proteolyzy a dostupnosti zlomu fetézcit DNA, které se u riznych typu tkani lisi (Saraste 1999).
Proto je dilezité standardizovat techniku pomoci tkanovych fezi s oSetienim DNASy jako
pozitivni kontroly a bez oSetfeni TdT jako negativni kontroly apoptozy, aby se zabranilo
fale$né pozitivnim nebo negativnim vysledkum (Kyrylkova et al. 2012).

Je tfeba mit na paméti, ze poskozeni DNA neni jen vlastnosti apoptdzy, ale mlize nastat
1 pfi nekréze. Presnost testu TUNEL jako metody detekce apoptozy byla proto v nekolika
studiich zpochybnovana (Orita et al. 1999). M¢lo by tedy byt standardni pouzit spolu s testem
TUNEL dalsi nezavislou metodu k potvrzeni a charakterizaci apoptdézy. Mezi tyto metody
patii imunohistochemické barveni  pro  apoptézou indukovanou protedzovou kaspazu 3,
Western bloty PARP Stépené kaspazami, detekce fosfatidylserinu na bunééném
povrchu anexinem V atd. (Rode et al. 2004; Loo 2011).

3.6.5. Commet test

Kometovy test je jednobunéény gelovy elektroforeticky test, ktery se v soucasné dobé
pouziva jako kvalitativni a kvantitativni test genotoxicity. Nékteré vysledky tohoto testu
a soucasné znalosti 0 apoptoze nds vSak vedou k podezieni na pritomnost nékterych faleSné
pozitivnich vysledkt (Choucroun et al. 2001; Araldi et al. 2015).

Tento test se Casto pouziva k hodnoceni genotoxicity testovanych latek (Fairbairn et al.
1995). Snimky ziskané pro kazdé bunécné jadro obsahuji ,,hlavu* a ,,ocas®, pticemz celek tvofi
obraz podobny komet¢. Interpretace vysledkl je zalozena na hypotéze, ze posSkozeni jaderné
DNA zpisobené genotoxickym ¢inidlem produkuje nizkomolekularni fetézce DNA (Tice
& Strauss 1995). Tyto rozbité fetézce DNA se uvoliiuji v prabéhu lyzy a po elektroforéze
produkuji ocas komety, zatimco nepoSkozena DNA s vysokou molekulovou hmotnosti
nemigruje a tvoii hlavu komety. Cim vice DNA je genotoxickym ¢&inidlem poskozeno
a rozdéleno na kousky s nizkou molekularni hmotnosti, tim vétsi je ocas komety a tim vétsi
jsou parametry komety (Florent et al. 1999). Komety s malou nukleoidni hlavou a velkym,
Sirokym ocasem pochazeji ze siln€ poskozenych bunck a ptfedstavuji buniky zapojené do
apoptdzy (Lorenzo et al. 2013).

4.6.6. Annexin V test

Ztrata asymetrie plazmatické membrany je Casna udalost u apoptozy, nezavisld na typu
bunky, ktera vede k expozici zbytku fosfatidylserinu (PS) na vné&jsim listu plazmatické
membrany. Ukazalo se, Ze Annexin V silné a specificky interaguje s PS a lze jej pouzit k detekci
apoptdzy zaméfenim na ztratu asymetrie plazmatické membrany. Znaceny anexin V lze pouzit
jak v prutokové cytometrii, tak ve svételné mikroskopii v zivotné dialezitém i fixovaném
materidlu pomoci vhodnych protokoli. Expozice PS na listu vné&j$i membrany bunék je
usnadnéno zjisténim, ze seanexin V specificky vaze na PS v pfitomnosti vapniku
(Blankenberg 2008).
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Na zakladé jevu, ktery je PS vystaven béhem apoptdzy, a na schopnosti anexinu V vazat
se na PS s vysokou afinitou, se vyuziva zevn¢ aplikovany haptenem (tj. FITC nebo biotin)
znaCeny anexin V. k  detekci  apoptdzy. Haptenem znadeny anexin V. se vaze
v pritomnosti millimolarniho Ca (2+) na zbytky PS, které jsou vystaveny na vnéj$imu listu
plazmatické membrany apoptotickych bunék (Obr. 6), (Engeland et al. 1998). Annexin V neni
schopen vézat se na normalni zivotné dilezit¢ bunky, protoze molekula neni schopna
proniknout pies fosfolipidovou dvojvrstvu. V mrtvych buiikach je v8ak vnitini list membrany
k dispozici pro vazbu zevné aplikovaného anexinu V, protoze je ztracena integrita plazmatické
membrany. K rozliSeni mezi mrtvymi a apoptotickymi bunikami 1ze k bunétné suspenzi
soucasné piidat barvivo nepropustné pro membranu, jako je propidium jodid (PI). Timto
zpusobem lze rozli§it vitalni, apoptotické a mrtvé buiikky na zakladé dvojitého znaceni
proanexin V a Pl a analyzovat je pratokovou cytometrii nebo fluorescen¢ni mikroskopii
(Blankenberg 2008).
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Obr. 6: Schematické znazornéni ztraty asymetric membranovych lipidi béhem apoptozy.
Vitalni bunky si zachovavaji ptisné asymetrické slozeni lipidové dvojvrstvy, pficemz zbytky
PS (Cervené kruhy) smétuji k cytosolu. Béhem apoptozy se tyto molekuly PS exponuji na listu
vngj§i membrany. Haptenem znaceny anexin V. se muze vazat s vysokou afinitou na
exponovany PS v pfitomnosti milimolarni koncentrace Ca (2+),(Engeland et al. 1998).
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4. Material a metodika

4.1. Material

Oocyty byly ziskdvany z vajeCnikli prasnic porazenych na jatkdch. Prasnice mély
porazkovou hmotnost 120 kg, a nebyla u nich zndma faze pohlavniho cyklu. Vaje¢niky byly
transportovany do laboratote v termoskach. Pokud neni uvedeno jinak, byly pro veskeré pokusy
pouzity chemikalie SIGMA-ALDRICH z USA.

4.2. Metodika

4.2.1. Aspirace oocytu

Z folikulti o velikosti 0,2-5 mm byly oocyty aspirovany za pouziti jehly 20 G (Sterican,
Némecko). Vybér oocyti vhodnych k dalsi kultivaci probihal v Petriho misce pod
stereomikroskopem (Nikon SMZ 645, Japonsko). Pomoci denudacni sklenéné pipety byly
vybrany oocyty vhodné ke kultivaci na zakladé neporusenosti cytoplazmy, velikosti oocytu
a ucelenosti kumularnich bunék. Tyto oocyty byly pfeneseny do né€kolika kapek kultivaéniho
média M199 (Gibco-BRL, Life Technologies, Scotland) obohaceného o sodium bicarbonate
(32.5 mM), calcium L-lactate (2.75mM), gentamicin (0.025 mg/ml), HEPES (6.3 mM) a 10 %
fetalni bovinni serum (Gibco-BRL).

4.2.2. Kultivace oocyti

Oocyty byly kultivovany v modifikovaném médiu M199, viz. vyse. Kultivace probihala
v Iml kultivaéniho média s ptidavkem hormonti LH a FSH (PG.600, MERCK, Némecko) pfi
39 °C a 5% CO> v kultivacnich destickach (VWR International) po dobu 48 hodin do stadia
druhé meiotické metafaze. Ke vSem pokusiim byla provedena kontrola zrani. Oocyty byly
pouzity k dalsi kultivaci pouze tehdy, pokud bylo procento oocytli dozralych do stadia druhé
meiotické metafaze vyssi jak 85 %.

Po skonceni meiotického zrani byly oocyty zbaveny vrstvy kumularnich bunék opakovanym
nasavanim do dedudacni sklenéné pipety. Nasledné byly oocyty pieneseny do kultivaéniho
média bez ptidavku hormont a dale kultivovany po dobu 24,48 a 72 hodin. V kazdé pokusné
skupiné bylo minimalné 8 oocytl a experimenty byly 3x opakovany.

4.2.3. Fixace oocytii

Z oocyti byla odstranéna zona pellucida prostiednictvim 0,5% pronazy. Oocyty ji byly
vystaveny zhruba po dobu jedné minuty, dokud nedoslo k nabobtnani zona pellucida. Ta byla
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nasledné¢ mechanicky odstranéna pomoci opétovného nasavani pies denudacni sklenénou
pipetu.

Oocyty bez ZP byly 4x oplachnuty ve 100 ul fosfatového pufru (PBS) s 0,1% bovinnim
sérovym albuminem (BSA). Poté byly oocyty fixovany po dobu 40 min ve 2,5%
paraformaldehydu v PBS pii laboratorni teploté. Fixované oocyty byly uchovavany pii 4 °C
pro imunocytochemické stanoveni.

4.2.4. Imunolokalizace

Fixované oocyty byly pieneseny do 0,5% roztoku Tritonu X-100 v PBS, kde byly
inkubovany po dobu 2 hodin a nasledné byly proplachnuty v 0,1% roztoku Tweenu 20 v PBS.
Po promyti byly oocyty inkubovany v krali¢i polyklonalni protilatce anti-Bcl-xI (Thermo Fisher
scientific, USA) nebo v anti-BAX (Proteintech, Velka Britanie). Protilatky byly fedény v 0,1%
roztoku Tweenu 20 v PBS v poméru 1:200. Inkubace s primarnimi protilatkami probihala pies
noc pii +4 °C. Po inkubaci byly oocyty 3x promyty v 0,1% roztoku Tweenu 20 fedéném v PBS
(1:100).

Déle byly oocyty inkubovany se sekundarni protilatkou anti-rabbit 1gG konjugovanou
s fluorescein isothiocyanatem (FITC; ABCAM, Velka Britanie) a fedénou v 0,1% roztoku
Tweenu 20 v PBS v poméru 1 : 100. Po 40 minutach inkubace pti pokojové teploté byly oocyty
dvakréat proplachnuty v 0,1% roztoku Tweenu 20 v PBS a pteneseny na podlozni sklicko s par
kapkami Vecstashieldu s DAPI (Vector Laboratories, USA) pro obarveni chromatinu.
Preparaty byly skladovany pii 4 °C aZ do hodnoceni. Kontrolni skupina oocytl byla inkubovéana
pouze se sekundarni protilatkou.

4.2.5. Snimani a hodnoceni oocyta

Oocyty byly snimany konfokalnim mikroskopem (Leica SPE, Némecko) pii zvétseni 400x.
Ziskané obrazky byly hodnoceny analyzou obrazu Nis-Elements (Nikon). Vyhodnocena byla
primérnd intenzita signalu, ktera byla u vSech skupin stanovena jako relativni, vztazena
K primérné intenzité signalu oocytt ve staddium MII.

4.3. Statisticka analyza

Ziskane vysledky byly podrobeny statistické analyze v programu STATISTICA 6.0 za uziti
jednofaktorove analyzy rozptylu (ANOVA). Rozdily v p-hodnoté, které byly mensi nez 0,05
byly povaZovany za statisticky vyznamné.

30



5. Vysledky

Cilem prace bylo prokazat pfitomnost proapoptotickeho faktoru Bax a antiapoptotického
faktoru Bcl-xl v prasec¢ich oocytech béhem prodlouzené kultivace in vitro po dobu 24, 48 a 72
hodin, kdy byly oocyty vystaveny starnuti.

5.1. Exprese Bax béhem prodlouzené kultivace prasecich oocyti

V oocytech byl proapoptoticky faktor Bax nalezen jak v oocytech ve stadiu MII (O hodin
kultivace), tak v oocytech, které byly vystaveny starnuti béhem prodlouzené kultivace po dobu
24, 48 a 72 hodin (obr. 12).

Obr. 12: Proapoptoticky faktor Bax v prasecich oocytech béhem prodlouzené kultivace. A —
oocyt ve stadiu MIl, B — oocyt kultivovany po dobu 24 hodin, C — oocyt kultivovany po dobu
48 hodin, D — oocyt kultivovany po dobu 72 hodin. Modie je oznacen chromatin (DAPI)
a zelené protein Bax (FITC), zvétseni 400x.
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Protein byl v oocytech lokalizovan v lozZiscich, pficemz primérna intenzita signalu se
béhem prodlouzené kultivace ménila. Behem prvnich 24 hodin intenzita signalu signifikantné
oproti intenzité signalu v oocytech ve stadiu druhé meiotické metafaze signifikantné vyznamné
vzrostla (100 % v MII vs. 210 % po 24 hodinach in vitro kultivace). S pokracujici kultivaci pak
intenzita signalu klesala (100 % v M1l vs. 60 % po 48 hodinach in vitro kultivace), pokles v§ak
nebyl hodnocen jako statisticky vyznamny. Signifikantni snizeni intenzity signalu bylo zjisténo
az po 72 hodinach kultivace (graf.1) (100 % v MII vs. 10 % po 72 hodinach in vitro kultivace.
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Graf 1: Hodnoty relativni intenzity signélu faktoru Bax u praseéich oocytt; O hodin — oocyty
ve stadiu MII, relativni intenzita signalu = 100 %; 24 hodin — oocyty kultivované po dobu
dalsich 24 hodin; 48 hodin — oocyty kultivované po dobu dalSich 48 hodin; 72 hodin — oocyty
kultivované po dobu dalSich 72 hodin (n=8). * statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).

5.2. Exprese Bcl-xl béhem prodlouZené kultivace prasecich oocytu

V oocytech byl antiapoptoticky faktor Bcl-xI nalezen jak v oocytech ve stadiu MII (0 hodin
kultivace), tak v oocytech, které byly vystaveny starnuti in vitro béhem prodlouzené kultivace
po dobu 24, 48 a 72 hodin (obr. 13).
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Obr. 13: Antiapoptoticky faktor Bcl-xl v prasecich oocytech béhem prodlouzené kultivace.
A — oocyt ve stadiu MII, B — oocyt kultivovany po dobu 24 hodin, C — oocyt kultivovany po
dobu 48 hodin, D — oocyt kultivovany po dobu 72 hodin. Modfe je oznacen chromatin (DAPI)
a zelené protein BCl-xI (FITC), zvétSeni 400x.

Protein byl v oocytech lokalizovan v loZiscich, pficemz podobné jako v piipadé proteinu
Bax se priimérna intenzita signalu se béhem prodlouzené kultivace ménila. Oproti oocytim ve
stadiu druhé meiotické metafaze doslo v prubehu 24, 48 a 72 hodin prodlouzené kultivace
k signifikantnimu snizeni signalu (graf.2).
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Graf 2.: Hodnoty relativni intenzity signalu faktoru Bcl-x1u prase¢ich oocyti. 0 hodin — oocyty
ve stadiu MII, relativni intenzita signalu = 100 %; 24 hodin — oocyty kultivované po dobu
dalsich 24 hodin; 48 hodin — oocyty kultivované po dobu dalsich 48 hodin; 72 hodin — oocyty
kultivované po dobu dalSich 72 hodin (n=8). * statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).
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6. Diskuse

Cilem piedlozené diplomové prace bylo ovéfeni hypotézy, podle které se s prodlouzenou
kultivaci zralych prasecich oocytd zvySuje exprese proapoptotického faktoru Bax a se
sou¢asnym narastem exprese Bax dochazi k poklesu anti-apoptotického faktoru Bcl-xI.

Z literatury je znamo, ze oocyty s ukonéenym rustem, které jsou in vitro kultivovany do
stadia druhé meiotické metafaze pii nasledné kultivaci, velmi rychle podléhaji morfologickym
i funkénim zménam, které jsou souhrnné oznacovany jako starnuti (Kikuchi et al. 2000, Liang
et al. 2012; Ma et al. 2015). Béhem starnuti mize dochazet ke spontanni partenogenetické
aktivaci oocytd, jejich lyze i fragmentaci. Fragmentace je projevem fizené bunécné smrti,
apoptozy (Jeseta et al. 2008). Na regulaci prubéhu apoptozy se vyznamné podileji proteiny
zrodiny Bcl-2. Jedna se o Sirokou $kalu proteini zahrnujici jednak faktory, které oocyty
podporuji v apoptdze — proapoptotické faktory, mezi které fadime také protein Bax, a faktory
které naopak Vv bunikach fizenou bunéénou smrt oddaluji a jsou oznaCovany jako
antiapoptotické faktory a patii mezi né napiiklad protein Bel-xI (Wolter et al. 1997; Luo et al.
1998). Pro nastartovani apoptdzy je klicové, které faktory prevazuji (Hsu & Hsueh 2000).

Exprese proteinli byla sledovana pomoci relativni optické intenzity signalu proteinii Bax
a Bcl-x1. Je znamo, Ze se proapoptoticky protein Bax o molekulové hmotnosti 21 kDa vyskytuje
V cytoplazmé a v mitochondridlni membrané oocyti (Petros et al. 2004). Pomoci
imunocytochemické metody byl Bax protein nalezen ve vSech sledovanych skupinach oocytu.
Z vysledki je ziejmé, Ze oproti oocytliim ve stddiu druhé meiotické metafaze byl nejvyraznéjsi
narlst exprese proteinu po 24 hodinach kultivace in vitro, nasledné se exprese detekovaného
proteinu snizovala. Je tedy ziejmé, Ze k indukci procesu apopt6zy ve starnoucim oocytu prasete
dochazi jiz béhem prvnich 24 hodin starnuti. Tento fakt byl prokazan také u oocytt mysi (Felici
et al. 1999). Protein Bax patii mezi vyznamné proapoptotické proteiny rodiny Bcl-2, ktery se
pii indukci apoptézy piesouva z cytoplazmy oocytu do membran jednotlivych organel,
pfedevSim do vngj$i mitochondridlni membrany, kde oligomerizuje a aktivuje na kaspézach
dependentni signalni kask&ddu apoptozy. Jednim z mechanismi, kterym protein Bax napoméaha
k aktivaci kaspazové kaskady, muze byt navozeni zmén v permeabilité¢ vnéj$i mitochondrialni
membrany, ktera vede k uvolnéni cytochromu ¢ do cytozolu (Cory & Adams 2002). Cytochrom
C Vv cytoplazmé interaguje s proteinem Apaf-1 a tvofi s nim oligomerni komplex — apoptozom
kaspazy efektorové. Jakmile je kaspazova kaskada aktivovana, dochazi k masivni degradaci
vSech proteinti v oocytu, tedy i proteini BAX (Fan et al. 2005). Tento jev byl prok&zan také
Vv nasich experimentech, kdy pfi starnuti po 48 a 72 hodinach in vitro dochazi ke snizeni exprese
proapoptotického markeru, lze tedy usuzovat, ze v této dobé¢ je uz aktivovana drdha kaspazy
a Bax proteiny degradovany.

V piipadé sledovani exprese antiapoptotického markeru Bcl-xl byl pozorovan pokles
relativni optickeé intenzity sledovaného signalu proteinu s dobou prodlouzené kultivace in vitro.
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Anti-apoptoticky protein Bcl-xI o molekulové hmotnosti 26 kDa se vyskytuje
v mitochondrialnich membranach, endoplazmatickém retikulu a jaderné membrané (Jin & El-
Deiry 2005). Exprese Bcl-x1 byla prokazana i u partenogencticky aktivovanych prasecich
embryi (Jeong et al. 2005). Jeho cilena exprese v oocytu vyrazné oddaluje spontanni apoptdzu
(Morita et al. 1999). Pomér Bcl-xl k proteinu BAX lze pouzit k predikci tendence oocyti
k preziti nebo k apoptdze (Yang & Rajamahendran, 2002). Pokles v expresi proteinu Bcl-xI je
tedy logicky, vzhledem k tomu, ze v prvnich 24 hodinach starnuti byl aktivovan proapoptoticky
marker BAX.

Protein Bcl-xI je zapojen do regulace apoptdzy diky své schopnosti se kompetitivné vazat
na Apaf-1 soucasné s kaspazou 9, ¢imz muze blokovat aktivaci vnitini signalni drahy apoptozy
(Pan et al. 1998).

Studie dale potvrdily, Ze Bcl-xl, Bcl-2, MCL-1, Bax a Bak reguluji uvoliiovani vapniku
z endoplazmatickeho retikula interakci s inositol trifosfatovymi receptory (IPsR) a ligandem
fizenymi vapnikovymi kanaly (Lewis et al. 2014). Kromé& toho se Bcl-2 a Bcl-xI mohou
lokalizovat na membranach endoplazmatického retikula asociovanych s mitochondriemi,
pticemz IP3R (typu III) podporuji ptenos vapniku do mitochondrii (Li et al. 2007). Nadmérna
exprese Bcl-2 a Bel-xl vede ke snizeni mitochondrialnich zasob Ca?* a k jeho zvysenému
ukladani v endoplazmatickém retikulu, zatimco nadmérna exprese Bax nebo Bak ma opaény
uc¢inek a vede k indukci apoptozy (Pan et al. 2001; Li et al. 2002). Jelikoz je endoplazmatické
retikulum hlavnim intracelularnim zasobnim mistem pro Ca?* a je znamo, ze apoptdza nastava
i pfi naruseni bunééné homeostazy Ca?*, napiiklad po vyderpani ziasob Ca?
z endoplazmatického retikula nebo pfi zvyseni mitochondrialni hladiny Ca?*, mizeme tedy
predpokladat, ze stejné jako v mitochondriich, muze Bax a Bak iniciovat apoptozu
uvolnovanim apoptogennich faktorti z lumen endoplazmatického retikula do cytosolu ¢i do
mitochondrii.

V provedenych experimentech jsme prokazali dulezitou tlohu proteinti Bax a Bcl-x1 pfi
regulaci procesu apoptozy, kterd je jednim z projevu starnuti oocyti. Z vysledkd je patrné
i vzajemné propojeni signalnich drah téchto proteini. Je zde také ziejmé, ze k indukci apoptézy
dochdzi jiz béhem prvnich 24 hodin prodlouZené kultivace oocytl a po aktivaci apoptodzy
dochazi k pomémé rychlé degradaci proteind, vcetné proteini Bax a Bcl-xl, kterd
pravdépodobné vedla v naSich experimentech k poklesu relativni intenzity signalu téchto
proteini s pokracujici dobou kultivace oocyti. Hypotéza této diplomové prace se tedy
potvrdila. Provedenymi experimenty bylo sledovano zvySeni relativni intenzity signalu
proteinu Bax se soucasnym poklesem relativni intenzity signalu Bel-xl, avSak pouze béhem
prvnich 24 hodin prodlouZené kultivace.
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7. Z.aveér

Byla prokdzéna vyznamné role proapoptotického faktoru Bax a antiapopotického faktoru Bcl -
Xl béhem starnuti oocytd prasete. Vysledky ukazaly, Ze signalni drahy téchto dulezitych
proteinti jsou v draze apoptozy propojeny. Bylo prokazano, Ze v pribéhu starnuti se hladina
proteinu Bax a Bcl — xI méni. Zatimco v prvnich 24 hodinach starnuti stoupa exprese proteinu
Bax, protein Bcl — x1 vykazuje opacny trend. Je tedy zfejmé, Ze k indukci procesu apoptdzy ve
starnoucim oocytu prasete dochazi jiz béhem prvnich 24 hodin starnuti. Pokles v expresi Bcl —
x] miize souviset s degradaci nékterych proteinil pfi aktivaci enzymt kaspaz. Ulohu proteini
Bcl — 2 rodiny v prasecich oocytech je ale tieba jesté detailnéji popsat.
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