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Molekularne aspekty procesow zachodzacych
w komaorkach zarodkow bydta podczas stresu ciepinego
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Molecular aspects of bovine embryos apoptosis under heat shock conditions

Summary

Apoptosis is a process involved in organogenesis and embryo body formation where the selective
elimination of cells is required. High temperature-induced programmed cell death is a cause of failures of in
vitro fertilization and summer embryo mortality in cows. The molecular mechanisms of these phenomena as
of yet remain unclear, but involvement of heat shock proteins (HSPs) in both events is obvious. HSPs are
called chaperone proteins because they protect other proteins from denaturation under high temperature
conditions. Expression of HSPs is stimulated by DNA damage, cytostatics, as well as UV radiation. Programmed
cell death may undergo one of two distinct molecular pathways: receptor path or mitochondrial path.
Nevertheless, concerning the mechanism of high temperature-caused death of oocytes and embryos it is worth
mentioning about the sfingomyelin-ceramide pathway of apoptosis. It is known that two cattle breeds,
Brahman and Senegal, are resistant to heat shock. Moreover, embryos after preincubation in 40°C presented
better adaptation for heat shock. This finding was evoked by the expression of HSP 70. Germs cultured under
in vivo or in vitro conditions present divergences in morphological (nuclear chromatine condensation, cell
membrane blebbing, apoptotic bodies formation) and biochemical features of apoptosis. Results of previous
original studies have shown the higher survival ratio of cattle embryos developing in the maternal reproduc-
tive tract, than germs cultured in vitro. These findings may suggest the significance of secretions of chemical
substances by uterine tissues during normal pregnancy.
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Wplyw stresu termicznego na zamieralno$¢ zarod-
koéw jest tematem wzbudzajacym duze zainteresowa-
nie. We wczesnym stadium przedimplantacyjnym stres
termiczny powoduje uszkodzenia komorek zarodka,
zahamowanie jego rozwoju i $§mier¢ (17). Zdolnos¢ do
aktywacji reakcji obronnej w odpowiedzi na stres
termiczny zalezy od stadium rozwoju zarodkéw. Mo-
mentem przelomowym wydaje si¢ trzeci dzien po za-
ptodnieniu, w ktorym nastepuje aktywacja genomu za-
rodkowego W stadium 8-16-komorkowym zarodki
pos1adajq juz zdolnos¢ wykorzystania szeregu mecha-
nizméw, majacych na celu ochrong wlasnych komorek
przed destruktywnym dziataniem podwyzszonej tem-
peratury (29). Kolejnym krokiem do wyjasnienia wpty-
wu i skutkow dziatania podwyzszonej temperatury na
zarodki bydta jest poznanie mechanizméw komorko-
wych zachodzacych na poziomie molekularnym. Niniej-
szy artykul prezentuje niektére molekularne zjawiska
zwiazane bezposrednio z ekspozycja zarodkoéw na dzia-
fanie podwyzszonej temperatury.

Molekularne podstawy programowanej Smierci
komorki

Smier¢ komérki odbywa sie dwoma zasadniczymi
drogami. Pierwsza z nich stanowi zewngtrzny szlak,
angazujacy receptory zlokalizowane na powierzchni ko-
morki. Dobrze udokumentowana jest $ciezka wiodaca
przez receptory FAS (Apoptosis Stimulating Fragment)
zaliczane do grupy receptoréw TNF (tumor necrosis
factor), oparta na klasycznym mechanizmie dziatania
cytokin. Warto wspomnie¢, iz niektore receptory cyto-
kin maja charakter rozpuszczalny i wiaza ligand w su-
rowicy. Do swojej aktywnosci wymagaja bialek adap-
torowych lokujacych receptor w btonie komoérkowe;j
(20). Przytaczenie liganda do wspomnianego receptora
inicjuje sekwencj¢ molekularnych zdarzen prowadza-
ca do $mierci komorki (1). Do innych receptorow akty-
wujacych $mier¢ komorki naleza: TNFR-1,-2 (tumor
necrosis factor receptor-1,-2) oraz DR 4 (death recep-
tor) (7). Pobudzenie niniejszych receptoréw powoduje
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proteolityczng obrobke prokaspaz, prowa-

dzaca do uwolnienia katalitycznie aktywnych
enzymow — kaspaz. Enzymy te zaliczono do

proteaz cysteinowych i przypisano im rolg

w degradacji wielu biatek petniacych kluczo- A
we role w komorce. Podobnie jak sam pro-
ces apoptozy, tak i kaspazy podzielone zo- ‘
staty na inicjujace (kaspaza-2,-8,-9,-10) oraz
wykonawcze (efektorowe) (kaspaza-3,-6,-7)
(16, 18).

Omawiajac mechanizmy $mierci oocytow
oraz zarodkéw w warunkach podwyzszonej
temperatury, nalezy wspomnie¢ o szlaku +
sfingomielinowo-ceramidowym, poniewaz
jest on czgsto opisywany w ramach tego za-
gadnienia. Droga ta opiera si¢ na hydroli-
tycznym uwolnieniu sfingomieliny, cerami-
du i fosforanu choliny z btonowego lipidu
zudzialem kwasnej lub obojetnej sfingomie-
linazy. Te niskoczasteczkowe substancje syg-
nalne moduluja aktywnos$¢ wielu enzymow, takich jak
kaspazy, fosfolipaza A, (phospholipase A2 —PLA.) czy
kinazy MAPK (mitogen activated protein kinase) oraz
SAPK/INK (stress activated protein kinase/ c-Jun
N-terminal kinase) (18).

Druga wazna droga jest tzw. wewngtrzna $ciezka,
w ktorej kluczowa rolg odgrywaja mitochondria. Wpro-
wadzenie komorki na drogg $mierci odbywa sig z udzia-
tem czynnikow wewnatrzkomérkowych, do ktorych
mozna zaliczy¢ propagacje reaktywnych form tlenu,
zwigkszenie poziomu jonow Ca** oraz sytuacje streso-
we dla komorki, jak: szok cieplny, rozprzggnigcie trans-
portu elektronéw czy uszkodzenie DNA (8). Krytycz-
na rol¢ w promowaniu apoptozy ta droga odgrywa
otwarcie megakanatow integrujacych wewngtrzna i ze-
wnetrzng btone mitochondrium. W efekcie dochodzi
do wyptywu z przestrzeni migdzybtonowej bialek bio-
racych udziat w apoptozie, m.in. cytochromu c, AIF
(apoptosis inducing factor) czy prokaspaz-2,-3,-9 (15).
Istotnym elementem tej mitochondrialnej $ciezki apop-
tozy jest uformowanie kompleksu zwanego apoptoso-
mem. Strukturg t¢ tworza: cytochrom c, biatko Apaf-1
(apoptosis protease activating factor-1) oraz prokaspa-
za-9. W rezultacie dochodzi do uaktywnienia kaspazy-
-9, ktora z kolei uruchamia kaskadg kaspaz prowadza-
ca do degradacji komorki. Substratem kaspazy-9 jest
prokaspaza-3 uwalniajaca aktywna kaspazg wykonaw-
cza (11). Elementem integrujacym oba szlaki apopto-
tyczne jest biatko Bid nalezace do rodziny biatek Bcl-2
(B-cell leukemia/lymphoma) (2, 28). Rycina 1 przed-
stawia schemat przebiegu gtéwnych szlakow apoptozy.

Komorka, realizujac program $mierci, wykazuje sze-
reg cech morfologicznych pozwalajacych odroznic¢
apoptoze od klasycznej, biernej destrukcji komorki
(nekrozy). Pierwszymi symptomami apoptozy sa: ob-
kurczenie jadra komorki oraz zageszczenie chromaty-
ny, bedace efektem odwodnienia tego kompartmentu.
Kolejne zmiany prowadza do zmniejszenia objgtosci
cytoplazmy, fragmentacji chromatyny do odcinkow
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Ryec. 1. Uproszczone schematy glownych szlakéw apoptotycznych

nukleosomowych, a takze do pofaldowania btony ko-
morkowej z wytworzeniem pecherzykéw apoptotycz-
nych. Ostatecznie zawarto$¢ cytoplazmy rozpada sig
i ulega obtonieniu do tzw. cialek apoptotycznych (6).

Biatka szoku cieplnego

Jednym z nastgpstw ekspozycji komodrek zarodkow
na podwyzszona temperatur¢ jest denaturacja biatek
strukturalnych, enzymatycznych oraz transportujacych.
W efekcie dochodzi do zaburzenia prawidtowego me-
tabolizmu komorki poprzez zahamowanie dziatania en-
zymOw oraz zmiany w strukturze btonowej organelli
komoérkowych wplywajacych na transport wewnatrz-
komorkowy. Wysoka temperatura moze takze powo-
dowac¢ uszkodzenia w materiale genetycznym.

Biatka szoku cieplnego (heat shock proteins, HSPs)
stanowia ewolucyjnie konserwatywna rodzing reprezen-
towana przez komorki pro- i1 eukariotyczne. Ich eks-
presja ma miejsce w warunkach podwyzszonej tempe-
ratury oraz w innych sytuacjach uwazanych za streso-
we dla komorki. Rola tych biatek polega na kontroli
fatdowania (folding) 1 oligomeryzacji polipeptydow,
niezbednej dla prawidtowego funkcjonowania bialek
strukturalnych, transportujacych oraz regulatorowych.
Rola ,,molekularnej opiekunki” (chaperone) dotyczy
takze zapobiegania denaturacji biatek w warunkach
wysokiej temperatury. Bialka te koordynuja réwniez
wewnatrzkomorkowa translokacjg protein pomigdzy
btonami kompartmentdw (mitochondrium, siateczka
wewnatrzplazmatyczna). Biatka szoku cieplnego sa za-
angazowane takze w ubikwitynozalezna degradacje
nieprawidlowo sfatldowanych polipeptydéw (21). HSP
kodowane sa przez wiele genow, a produkty ich eks-
presji okresla si¢ na podstawie roznic mas czasteczko-
wych poszczegolnych polipeptydow. U ssakodw wyrdz-
niamy dwie podstawowe grupy bialek szoku cieplne-
go. Pierwsza z nich stanowig biatka o duzej masie czas-
teczkowej (high molecular weight). Najlepiej poznane
sa HSP60 (m.cz. 60 kDa), HSP70 (m.cz. 68-78 kDa)
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oraz HSP90 (m.cz. 80-100 kDa). Sa one chaperonami
zaleznymi od ATP i moga by¢ produkowane konstytu-
tywnie (kodowane przez geny metabolizmu podstawo-
wego) lub ulegaé ekspresji w warunkach stresowych.
Druga, ze wzgledu na masg, grupg biatek HSP stano-
wig niskoczasteczkowe biatka szoku cieplnego, np.
HSP27 i a-krystalina. Mate biatka szoku cieplnego
moga ulega¢ fosforylacji i oligomeryzacji, np. HSP27
formuje kompleksy o masie 1000 kDa. Te same biatka
szoku cieplnego, w zaleznosci od lokalizacji, moga dzia-
ta¢ pro- lub antyapoptotycznie. Przyktadem takiego an-
tagonistycznego dziatania sa HSP10 1 HSP60. Wyka-
zano, iz czastki te maja dziatanie proapoptoytczne, gdyz
wplywaja na aktywacje kaspazy 3 (27). Jednocze$nie
z zadziataniem czynnika proapoptotycznego, normal-
nie ulokowane w mitochondrium biatka (tylko 15-20%
lokalizowanych jest w cytozolu), HSP60 1 HSP10 uwal-
niane sa do cytozolu i tam wplywaja na aktywnos$¢ pro-
kaspazy 3 (27, 30). Biatka HSP uczestnicza w wielu
kluczowych momentach procesu apoptozy. Mitochon-
drialna lokalizacja HSP determinuje ich udzial w we-
wnqtrzne] sciezce apoptozy Regulacja ta moze zacho-
dzi¢ zarbwno w fazie inicjatorowej, jak i wykonawcze;.

Biatka szoku cieplnego moga zapobiega¢ uwalnianiu
cytochromu ¢ z mitochondrium (HSP27) poprzez re-
dystrybucje biatka Bid (22). W fazie wykonawczej
HSP27 moze bezposrednio zatrzymywaé wewngtrzny
szlak apoptozy poprzez wiazanie si¢ z cytochromem c
juz po jego uwolnieniu do cytozolu. Obecnos¢ zablo-
kowanego allosterycznie cytochromu ¢ uniemozliwia
formowanie oligomerycznego kompleksu inicjujacego
apoptozg (12). Powstanie apoptosomu zahamowane jest
takze w wyniku pofaczenia HSP70 z Apafl (19). Ist-
nieje rowniez mozliwos¢ zablokowania wykonawczej
kaspazy 3 poprzez jej interakcje z sHSP aB-krystaling
(21). Proapoptotyczne biatko AIF (apoptosis inducing
factor) wyplywa z przestrzeni miedzybtonowej mito-
chondriom do cytozolu, a nastgpnie ulega translokacji
do jader komorek apoptotycznych, gdzie uruchamia
proces kondensacji chromatyny 1 fragmentacji DNA.
Zablokowane przez HSP70 AIF nie powoduje charak-
terystycznych dla procesu apoptozy zmian w komorce
(26).

Receptorowa $ciezka apoptozy pozostaje réwniez pod
wptywem biatek szoku cieplnego. Potwierdzono udziat
ufosforylowanej formy HSP27 w apoptozie przebiega-
jacej z udziatem receptora Fas. Hamowanie apoptozy
przebiega bezposrednio poprzez interakcje HSP27
z czastka adaptorowa Daxx (5).

Wzmozona czgsto$¢ Smierci zarodkéw w okresie let-
nim spowodowala wzrost zainteresowania udziatlem
wysokiej temperatury w promowaniu apoptozy. Powyz-
sze zjawisko okreslane jest mianem szoku cieplnego.
Poddanie zarodkéw dziataniu podwyzszonej tempera-
tury (40°C) powoduje odblokowanie genow biatek szo-
ku cieplnego. Dochodzi wéwczas do syntezy aktyw-
nych protein HSP o funkcji protekcyjnej. Biatka te utrzy-
muja si¢ w komorkach i zapobiegaja apoptozie w wa-
runkach stresu termicznego (42-43°C) (21, 25).
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Wyniki badan sa zgodne z wczesniejszymi ustalenia-
mi, ekspozycja zarodkéw na podwyzszona temperatu-
r¢ indukuje ekspresje biatek HSP chroniacych komarki
przed apoptoza. Dotychczas najczesciej analizowany byt
udziat biatlek HSP70 i1 HSP72, chociaz dokladne
molekularne mechanizmy ich dziatania pozostaja nie-
znane (2, 18, 23). Wiadomo, iz ekspresja HSP jest sty-
mulowana przez uszkodzenia DNA, cytostatyki czy pro-
mieniowanie UV. HSP70 oraz HSP72 blokuja degra-
dacjg polimerazy poli-(ADP-rybozy) — jednego z klu-
czowych enzymo6w naprawiajacych fotouszkodzenia
DNA.

Transkrypcja mRNA HSP70 w komorkach zarodkoéw
bydta, w odpowiedzi na dzialanie temperatury 42°C,
byta hamowana przez inhibitory transkrypcji — aktyno-
mycyng D oraz 5,6-dichloro-1-3-D- rybofuranozyloben-
zoimidazol (DRB). DRB ponadto hamowat syntezg bia-
tek de novo w zarodkach dwukomoérkowych (4). Weze-
$niejsze badania przeprowadzane z zastosowaniem -
amanityny czynity zarodki wrazliwe na sygnaty pro-
apoptotyczne (9). Wyniki tych prac wskazuja, ze nie-
zbgdna jest synteza mRNA HSP70 de novo. Podczas
omawianych eksperymentéw wykazano rowniez, ze juz
dwukomoérkowe zarodki byty zdolne do syntezy HSP70,
wskazujac tym samym na niezwykle wazna rolg biatek
szoku cieplnego w regulacji rozwoju zarodkowego (9,
10).

Dokonano rowniez pordwnania procesOw $mierci za-
rodkéw hodowanych in vitro 1 in vivo. Na podstawie
przeprowadzonych badan wykazano, iz dopiero 21-ko-
morkowe zarodki rozwijajace si¢ in vivo przejawiaty
charakterystyczne dla apoptozy zmiany w strukturze ma-
terialu genetycznego, podczas gdy zarodki z hodowli
in vitro prezentowaly pozytywny wynik reakcji TUNEL
(TdT-mediated deoxyuridine triphosphate-biotin/digo-
xygenin nick end-labeling) juz w stadium sze$cioko-
moérkowym. Sugerowana jest rola substancji wydziela-
nych przez tkanki macicy wplywajacych korzystnie na
przezywalno$¢ zarodkow (13). Jednoczesnie wyrdznio-
no morfologiczne cechy wspdlne dla apoptozy przebie-
gajacej w obu warunkach hodowli zarodkow. Fragmen-
tacja cytoplazmy obserwowana byta podczas wszyst-
kich etapow bruzdkowania zarowno w zarodkach ho-
dowanych in vivo, jak i in vitro, natomiast kondensacja
jadra komérkowego w tych samych warunkach rozpo-
czynata si¢ w stadium trzykomorkowym. Degradacja
jadrowego DNA wystgpowata w obu wariantach ho-
dowli dopiero od stadium moruli, wezesniej wykryto
ja w 6-8-komorkowych zarodkach inkubowanych in
vitro. Podobny efekt dotyczyt fragmentacji jadra komor-
kowego, przy czym zmiany obserwowane in vitro mia-
ty swdj poczatek w embrionach liczacych od 9 do 16
blastomerow (13).

Badania pozwolity na wyselekcjonowanie ras bydta
o zréznicowanej podatnosci na stres temperaturowy.
W toku doswiadczen probowano wyjasni¢ réznice
w reakcji na temperatur¢ 41°C u czterech ras bydta:
angus, holstein, brahman i senepol. Otrzymane wyniki
wskazuja, 1z bydto ras brahman i senepol jest znacznie
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mniej wrazliwe na apoptozg wywotang szokiem ter-
micznym. Na podstawie eksperymentdw z uzyciem lim-
focytow otrzymanych od badanych zwierzat, nie wska-
zano jednoznacznej cechy ,,uodporniajacej” na dziata-
nie wysokich temperatur. Wolne rodniki tlenowe gene-
rowane w tych warunkach moga by¢ neutralizowane
m.in. przez glutatlon (GSH). Jednak uzyskane rezulta-
ty nie wykazuja réznic w poziomie GSH u wszystkich
czterech ras bydta. Podobna konstataCJa dotyczy biatek
HSP70. Sugeruje sig, ze przyczyna zroznlcowanej wraz-
liwos$ci na dzialanie stresu cieplnego moze by¢ rézny
stosunek biatek pro- i antyapoptotycznych (24).

Zmiany cytoszkieletu pod wplywem
wysokiej temperatury

Cytoszkielet, tak jak i inne struktury biatkowe, ulega
destrukcji pod wptywem wysokiej temperatury. Stano-
wia go mikrofilamenty, mikrotubule oraz filamenty po-
srednie. Mikrotubule sg istotnym elementem podczas
podzialéw komoérkowych. Tworza rodzaj szkieletu
zapewniajacego ukierunkowany ruch chromosomow,
blokujac rowniez ulokowane na biegunach centriole.
Zaburzenia w strukturze mikrotubul spowodowane
uszkodzeniem biatek (tubuliny) pod wplywem wyso-
kiej temperatury uniemozliwiaja prawidlowe przejscie
przez kolejne fazy podziatu komérkowego. Gtownym
sktadnikiem cytoszkieletu sa filamenty aktynowe (14).
W nielicznych badaniach obserwowano denaturacjg
1 agregacj¢ aktyny pod wplywem szoku cieplnego (25).
Zaobserwowano, ze dla komorki, w tym komorek za-
rodka, szczegdlnie grozne jest tworzenie duzych agre-
gatow zdenaturowanej aktyny. Pod wptywem szoku
cieplnego, w badaniach in vitro, fialmenty aktynowe
ulegaja kondensacji tak, ze biatka szoku cieplnego nie
maja do nich dostgpu. Jednakze w komorce in vivo dzia-
taja niskoczasteczkowe HSP (sHSP). Udowodniono, ze
a-B-krystalina oraz HSP27 przeciwdziataja powstawa-
niu duzych agregatéw zdenaturowanej aktyny. Takie wy-
niki wskazuja na ,,opiekuncze” dziatanie bialek HSP
na cytoszkielet (25). Wczesniej opisywane nieprawid-
towe utozenie organelli w komodrkach zarodkow spo-
wodowane byly prawdopodobnie denaturacja cieplna
biatek cytoszkieletu. Brak protekcyjnej ochrony zapew-
nionej w komorkach przez biatka HSP moze wynika¢
z dziatania zbyt wysokiej temperatury lub dlugotrwate-
go narazenia zarodki na stres cieplny. Prawdopodobnie
w zarodkach tych nie dochodzito do inicjacji ekspresji
gendw biatek szoku cieplnego, ktore chronia cyto-
szkielet przed destrukcja. Stosowana powszechnie me-
toda jest ,,priming” zarodkow, pobudzajacy ich komor-
ki do syntezy biatek HSP.

Podsumowanie

Problem $mierci zarodkow bydta pozostaje nadal
nierozwiazany. Istnieje wiele pytan, ktore mimo badan
prowadzonych na poziomie molekularnym pozostaja
ciagle bez odpowiedzi. Dodatkowa trudnos$¢ sprawia
fakt, ze apoptoza zarodkow wiaze si¢ w Scisty sposob
z wyksztatcaniem ich ciala.
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