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Wstep

Jednym z czynnikéw ograniczajacych postep hodowlany u bydta jest stosunkowo
mata wydajno$é rozrodcza samic. Tymczasem jajnik bydlgcy ma ogromny potencjat
rozrodczy w postaci niedojrzatych oocytéw zawartych w pecherzykach, ktore znaj-
duja si¢ w réznych stadiach wzrostu i rozwoju. Dynamiczny rozwdj biotechnologii
rozrodu, ktéry nastapil w ostatnich 20. latach ubiegtego stulecia, zaowocowat m.in.
opracowaniem metod pozwalajacych na lepsze wykorzystanie potencjatu rozrodcze-
g0samicy. Wynika ono ze stosowania w rozrodzie zwierzat takich metod biotechnolo-
gicznych, jak przenoszenie zarodk6éw, seksowanie nasienia lub zarodkow celem uzy-
skiwania zwierzat o pozadanej pici, klonowanie zarodkowe i somatyczne czy modyfi-
kacja genomu celem otrzymania zwierzat transgenicznych. W zwiazku z tym po-
Wstalo znaczne zapotrzebowanie na gamety zenskie oraz zarodki, zaréwno dla celow
hOdowlanych, jak i doswiadczalnych.

U bydta zarodki przenoszone zsynchronizowanym biorczyniom uzyskiwane sg
Metodami in vivo (np. w realizacji programu hodowlanego MOET — ang. Multiple
QVulation and Embryo Transfer) lub metodami in vitro. Obecnie, przy uzyciu metod
Invitro, mozliwe jest uzyskanie u bydta okoto 90% oocytow osiagajacych dojrzatos¢
Jadra (stadium metafazy II podziatu mejotycznego), z ktorych ponad 80% ulega
Zaplodnieniu in vitro, a ponad 70% podejmuje podziaty zarodkowe. Jednakze odsetek
Zaplodnionych oocytéw osiagajacych w kompleksowym systemie in vitro stadium
blaStOCYSty, a takze odsetek zarodkéw, ktére po przeniesieniu do drog rodnych bior-
“Zyfh wykazuja zdolnosé do petnego rozwoju ulega zdecydowanej redukcji 1 nawet
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w optymalnych warunkach nie przekracza na ogo6t 40% wyjsciowej liczby hodowa-
nych zygot [7, 27]. Chociaz wydajnos¢ ta jest juz akceptowana przez praktyke (na co
wskazuja raporty komercyjnych firm biotechnologicznych, a takze Migdzynarodo-
wych Towarzystw Przenoszenia Zarodkéw tj. IETS 1 AETE), to jednak doskonalenie
stosowanych metod lezy wciaz w sferze zainteresowan zespotéw badawczych zaj-
mujacych si¢ problematyka embriologii eksperymentalnej i stosowane;.

Selekcja niedojrzalych oocytow
— ocena morfologiczna i biochemiczna

Niedojrzale oocyty, ktére przeznaczane sg do hodowli in vitro, stanowia popula-
cj¢ heterogeniczna, o zréznicowanych kompetencjach rozwojowych. Podczas ich
przygotowywania do hodowli in vitro istotnym elementem metody jest selekcja, ktora
przeprowadzana jest bezposrednio po uzysku. Dotychczas stosowane metody selekeji
niedojrzatych oocytow bydlecych bazuja na obserwacjach wygladu morfologicznego
komorek wzgoérka jajonos$nego otaczajacych oocyt oraz cytoplazmy oocytu. Morfolo-
gicznie prawidlowy oocyt powinien by¢ otoczony Scista i spoista warstwa komorek
wzgorka jajonosnego i posiadac cytoplazme jednolicie granulowana, bez zmian mor-
fologicznych w formie przejasnien, nieregularnosci czy fragmentacji. Ustalono $cisty
zwiazek migdzy morfologia niedojrzatego oocytu a efektywnoscia metody pozaustro-
jowego uzyskiwania zarodkow [7, 30]. Wykazano réwniez, ze oocyty o obnizone;j ja-
kosci morfologicznej posiadajg drastycznie obnizone kompetencje rozwojowe. Jed-
nakze, mimo stosowania wspomnianych kryteriow selekcji morfologicznej, jakos¢
dojrzalych in vitro oocytéw, a takze zarodkoéw rozwijajacych sig z tych oocytow po
zaptodnieniu in vitro, jest zréznicowana i zdecydowanie obnizona w poréwnaniu
zoocytami i zarodkami powstajacymi w warunkach in vivo [50]. Wspomniane rézni-
ce dotycza morfologii, tempa rozwoju, metabolizmu zarodka (np. zawartosci
wewnatrzkomorkowego glutationu — GSH), ultrastruktury (lokalizacji mitochon-
driow, rozmieszczenia cytoszkieletu), ekspresji genéw, a takze podatnosci na krio-
konserwacj¢ [24]. Roznice te majg decydujacy wplyw na kompetencje rozwojowe
dojrzatych in vitro oocytow. Mozna zaklada¢, ze nizsza jako$é dojrzewajacych in vi-
tro oocytow jest efektem nie tylko niedoskonatych warunkéw, w ktorych jest prowa-
dzona hodowla, lecz wynika réwniez z niewtasciwie przeprowadzanej selekcji mate-
rialu przeznaczanego do dojrzewania in vitro.

Ta sytuacja uzasadnia konieczno$é udoskonalenia metod selekcji gamet zenskich.
Ostatnio opracowano nowa, przyzyciowa metode selekcji niedojrzatych oocytow
swini [41], kozy [42] i bydia [2], ktére przeznaczane sa do dojrzewania in vitro. Selek-
cji dokonuje si¢ po przyzyciowym barwieniu komplekséw oocyt-komorki wzgdrka
jajonosnego brylantowym blekitem krezylu (brilliant cresyl blue, BCB). Barwienie 0
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pozwala na okreslenie aktywnosci dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G6PD),
enzymu syntetyzowanego w pierwszej potowie fazy S, w czasie wzrostu oocytu [49].
Aktywnos¢ enzymu G6PD moze stuzy¢ jako marker kompetencji rozwojowych oocy-
tu. Enzym ten odgrywa istotna rol¢ w czasie wzrostu komorki dostarczajac NADPH
dla regulacji proces6w oksydacyjnych. W obecnosci aktywnego enzymu G6PD na-
stgpuje redukcja koloru bigkitnego w barwniku BCB do zwiazku bezbarwnego. Zwie-
kszona aktywnos$¢ enzymatyczna G6PD jest negatywnie skorelowana z kompetencja
mejotyczng oocytow, a tym samym efektywnoscia zaptodnienia i rozwoju zarodko-
wego [2, 42].

Mimo, ze oocyty bydle¢ce poddane selekcji w oparciu o aktywnos$¢ G6PD i ocenio-
ne jako BCB+ wykazuja istotnie wyzsze kompetencje rozwojowe w poréwnaniu
z oocytami BCB-, to jednak efektywnos¢ ich zaptodnienia i rozwoju zarodkowego
pozostaje wciaz nizsza w poréwnaniu do oocytéw dojrzewajacych, zaptadnianych
i rozwijajacych sig in vivo. Zatem oznacza to, ze obnizone kompetencje rozwojowe
oocytow maja podtoze znacznie glebsze, czyli selekcja morfologiczna i biochemiczna
nie pozwala na pelng oceng ich jakosci. Przyczyna obnizonej kompetencji oocytow
moga by¢ zaburzenia w aktywacji genéw prowadzace do zmian apoptotycznych
w komérce, niezauwazalnych w ocenie morfologicznej. Te zmiany apoptotyczne
W oocycie moga powstawac juz podczas jego wzrostu w pecherzyku lub tez w okresie
Pozniejszym, w czasie dojrzewania in vitro.

Molekularne mechanizmy apoptozy

——

Apoptoza, opisywana rowniez jako $mier¢ programowana, jest aktywnym proce-
em wspétodpowiedzialnym za kontrolg liczby i rodzaju komérek [23]. Jadro komor-
ki, w ktérej rozpoczyna sie apoptoza ulega obkurczeniu, nastgpuje zaggszczenie chro-
Matyny i jej przemieszczanie na obwéd. Dochodzi do postepujacej degradacji DNA,
ktorej charakterystycznym obrazem, wykrywanym poprzez elektroforez¢ w zelu aga-
1020wym, jest tzw. drabinka [36]. Komoérki apoptotyczne traca znaczne ilosci wody,
€0 prowadzi do kondensacji chromatyny, obkurczenia cytoplazmy oraz wzrostu j€j
8tstosci. Nastepuja réwniez zmiany w blonie komérkowej polegajace na jej obkur-
“Zaniu i pofatdowaniu, ktéremu towarzyszy tworzenie drobnych uwypuklen (ang.
Slebbing) na powierzchni. Inng charakterystyczna cecha komoérek apoptotycznych
%t pojawienie sig tzw. cialek apoptotycznych, tj. oblonionych fragmentéw komérki,

tore Zawierajq organelle komoérkowe, resztki chromatyny i cytoplazmy [29]. '
b N4 Przebiegu procesu apoptozy dochodzi do kaskady zdarzen, ktore przebiegaja
WojfaZOWO; fazg pierwsza okresla sig jako inicjacjg czy wzbudgepife, nastgpna to faza
ngkoll’a\yc‘:za, a ostatnia faza zniszczenia. Wsrod czynn?ké.w 1n1<fju_|atcych apoptozg
reJCZQSCICJ Wymienia sig reakcje rozpoznawania i wigzania 1¥gandow. z odpowwc.imml

“®Plorami $mierci na powierzchni komérek, ich aktywacje, a takze aktywacje ka-
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spaz inicjujacych. Kaspazy (ang. caspases-cysteine-dependent aspartate specific pro-
teases) sa odpowiedzialne za proteolityczny rozpad niektorych sktadnikow cytoszkie-
letu [44]. W czasie aktywacji kaspaz komorka ulegajaca procesowi apoptozy sygnali-
zuje o tym sgsiednim komoérkom poprzez fosfatydyloseryne (PS), ktora zostaje prze-
mieszczona z wewnetrznej na zewngtrzng warstwe btony plazmatycznej 1 w ten spo-
sob eksponowana na srodowisko zewnatrzkomoérkowe [48]. Badania Deneckera 1 in.
[10] wykazaly, ze przemieszczenie PS stanowi jedno z wczesniejszych zdarzen
w szlaku apoptotycznym, po ktérym nastgpuje spadek potencjatu blonowego mito-
chondriéw oraz uwalnianie cytochromu c z ich przestrzeni mi¢dzybtonowych. Prze-
mieszczanie PS na powierzchni¢ komorki mozna monitorowac poprzez wiazanie tego
fosfolipidu za pomoca aneksyny V potaczonej z fluoresceina.

Przemieszczenie PS oraz aktywacja kaspaz jest sygnalem do rozpoczecia fazy
wykonawczej apoptozy [3]. Faza ta jest kontrolowana przez produkty gendw, ktore
moga aktywowacé badz zatrzymywac czy tez opdzniaé apoptoze poprzez blokowanie
aktywnosci kaspaz wykonawczych. Natomiast aktywacja kaspaz wykonawczych
przez kaspazy inicjujace lub inne biatka (GrB, ang, granzyme B) prowadzi do nieod-
wracalnego etapu apoptozy, ktéry jest regulowany przez biatka rodziny Bcl-2 oraz
IAP (ang. inhibitor of apoptosis proteins) [39]. Czas aktywacji kaspaz wykonawczych
miesci si¢ w zakresie od kilku minut do kilku godzin i zalezy od typu oraz stanu funk-
cjonalnego komoérek. Aktywowane kaspazy wykonawcze, bezposrednio albo w ka-
skadzie kaspaz, dokonuja proteolizy biatek niezbednych dla zycia komoérek jak bialka
cytoszkieletu, otoczki jadrowe;j, biatka odpowiedzialne za organizacj¢ przestrzenng
DNA oraz jego naprawe [25]. W fazie wykonawczej dochodzi do otwarcia megaka-
naléw mitochondrialnych, obnizenia potencjalu blonowego mitochondriéw oraz
zakl6cenia homeostazy jonéw Ca®* [11]. Obnizenie wartosci potencjalu blonowego
mitochondriéw prowadzi do uwolnienia z ich przestrzeni miedzyblonowe;j biatek pro-
apoptotycznych, cytochromu c, biatek AIF (ang. apoptosis inducing factor), bialka
Smac/DIABLO (ang. second mitochondrial activator of caspase/direct IAP binding
protein with low pl tj. wtérny mitochondrialny aktywator kaspazy/biatko bezposred-
nio wiazace IAP o niskim pl), a takze kaspaz [11, 12, 47].

Markery apoptozy — bialka rodziny Bcl-2 i kaspazy

Niezwykle istotna rolg w regulacji apoptozy odgrywaja biatka rodziny Bcl-2 (ang:
B-cell leukemia/lymphoma-2), ktére moga aktywowaé lub hamowa¢ przebieg proce-
su [35]. Aktywnos¢ biatek Bcl-2 warunkuje przepuszczalno$é blon mitochondfialj
nych oraz wyptyw czynnikéw proapoptotycznych. Ponadto, biatka te aktywuja badz

hamuja aktywno$¢ kaspaz odpowiedzialnych za proteolityczny rozpad komorek (1,
17, 44].
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Dotychczas poznano kilkanascie biatek rodziny Bcl-2, a liczba nowo wykrywa-
nych nieustannie wzrasta [1, 5]. Bialka tej rodziny podzielono na trzy klasy: klasa I
czyli podrodzina Bcl-2 to bialka anty-apoptotyczne do ktdérych zalicza si¢ Bcl-2,
Bcl-X,, Bel-w, A1/Bfl-1, Mcl-1, klasa II to podrodzina Bax, sktadajaca si¢ z biatek
0 dzialaniu pro-apoptotycznym, takich jak Bax, Bak, Bok i Bcl-Xs oraz klasa III to
podrodzina BH3, w sktad ktérej wchodza biatka proapoptotyczne Bad, Bid, Bik, Bim,
Blk i Hrk [29, 46]. Cecha charakterystyczna biatek rodziny Bcl-2 jest wystepowanie
wsrod nich tzw. domen homologii — BH (ang. Bcl-2 homology), opisywanych jako
BHI, BH2, BH3 i BH4 [29]. Domeny te decyduja o zdolnosci do dimeryzacji bialek
tej rodziny, ulatwiajac tworzenie homo- i heterodimeréw, a takze oddziatywanie z in-
nymi biatkami regulujacymi apoptoze. R6znice w wystepowaniu domen homologii
staly si¢ podstawa podzialu biatek rodziny Bcl-2 na trzy klasy. Przypuszczalne me-
chanizmy dzialania bialek rodziny Bcl-2 zaproponowal Hengartner [23]. Biatka te
moga oddzialywaé poprzez:

a) formowanie poréw, przez ktére cytochrom c i inne biatka promujace apoptoze
mogg wyplywac z przedziatu mi¢dzybtonowego mitochondriow,

b) heterodimeryzacje miedzy biatkami pro- i anty-apoptotycznymi tej rodziny,

¢) bezposrednia regulacje aktywnosci kaspaz, za posrednictwem biatek adaptoro-
wych,

d) interakcje z innymi biatkami mitochondrialnymi, albo w celu utworzenia mega-
kanahu, przez ktéry moga sie przemieszczaé bialka apoptogenne lub modulowa-
nia homeostazy mitochondriéw,

€) oligomeryzacje biatek w celu tworzenia kanaléw jonowych o niewielkiej selek-
tywnosci [cyt za 29].

Dotychczasowe wyniki badan dowodza, ze biatka Bcl-2 sa przede wszystkim mo-
dulatorami funkcji mitochondriéw, czynnikéw przeciwdziatajacych stresowi oksyda-
CYjnemu [11] oraz regulatorami wewnatrzkomorkowego stezenia jonéw Ca”* [16].

Biatko Bcl-2, inhibitujace apoptoze, kontroluje uwalnianie jonow Ca®* z komoér-
kowych zapas6w siateczki srodplazmatycznej i mitochondriéw [1, 17]. Biatko to bez-
Posrednio blokuje uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw [8]. Natomiast biatko
Bax, Promujace apoptoze, powoduje gwaltowna destabilizacj¢ mitochondriow oraz
Wolnienie cytochromu c, ktéry nastepnie aktywuje kaskade kaspaz [19, 44]. Udo-
Wodniono, ze biatko Bax moze ulegaé heterodimeryzacji z biatkiem Bcl-2 pokonujac
anty'apoptotyczny efekt Bcl-2 [45].

Ekspresz genu Bax stwierdzono réwniez w oocytach [14, 26]. Badania prowa-
Z0ne zar6wno na komérkach somatycznych jak i na jajnikach ptodowych myszy wy-
22aly, z¢ apoptozie towarzyszy zwickszona ekspresja bialka Bax. Jednoczes$nie nie

Obserwowano zmian w poziomie anty-apoptotycznego biatka Bcl-2 [9]. Rolg bia{ka

r'ax We wzbudzaniu apoptozy w komérkach piciowych ptodu myszy POtWi?rdZﬁO

OWH}CZ doswiadczenie Rucker i in. [43]. Badacze ci wykazali, ze inaktywacja Bax,

przyJednoczesnym braku Bcl-x, zapobiega masowej apoptozie 00Cytow. Natomiast
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wstrzyknigcie biatka Bax do izolowanych oocytéw wywoluje apoptozg [32]. Stwier-
dzono ponadto, ze eliminacja z jajnika oocytow, w ktérych powstaly anomalie na sku-
tek bledow w mejozie nastepuje bez udziatu biatka Bax [33]. Doswiadczenie to suge-
ruje, ze w zenskich komoérkach piciowych istniejq rowniez inne szlaki sygnalizacji
pro-apoptotycznej, niezalezne od Bax [33].

Badania nad ekspresja geno6w Bax 1 Bcl-2 znalazly aspekt aplikacyjny w medycynie
ludzkiej. U kobiet leczonych przeciwnowotworowo dochodzi do nieptodnosci spowo-
dowanej utrata komorek piciowych na drodze apoptozy zaleznej od biatka Bax. Uzy-
wajac myszy jako zwierzg¢cia modelowego wykazano, ze chemioterapeutyk, doxorubi-
cin (Adriamycyna, 14-hydroxydaunomycyna) nie wywoluje apoptozy w oocytach
zwylaczonym genem Bax, zar6wno in vitro jak 1 in vivo [37]. Najnowsze metody lecze-
nia, zmierzajace do zminimalizowania szkodliwego wptywu na jajnik chemio- i radio-
terapii, prowadzone sa dwutorowo tj., albo poprzez inaktywacj¢ genu Bax lub poprzez
zwigkszenie ekspresji biatka Bcl-2 w oocytach [34]. Wyniki uzyskane na myszach
wskazuja, ze powyzsze sposoby postgpowania moga by¢ skuteczne [34].

Roéwniez w oocytach 1 zarodkach bydta wykazano wystgpowanie korelacji mig-
dzy ekspresja bialek Bcl-2 i Bax a stopniem kompetencji rozwojowej [50]. W pra-
widlowych oocytach i zarodkach obserwuje si¢ przewage bialek Bcl-2 nad Bax, nato-
miast sytuacja odwrotna cechuje oocyty i zarodki o oznakach apoptozy. Podobne re-
zultaty obserwowano u myszy [14]. Mozna zakladac, ze ekspresja bialek Bel-2 i Bax
moze stuzy¢ jako marker jako$ci oocytow i blastocyst.

Szybkos¢ przejscia komoérek do fazy zniszczenia zalezy od typu komoérek oraz ro-
dzaju i sity bodzca apoptotycznego. Za realizacj¢ nieodwracalnej fazy wykonawczej
apoptozy odpowiedzialne sg kaspazy. Dotychczas zidentyfikowano u ssakéw 14 en-
zymow tej rodziny [6]. Charakterystyczna cecha kaspaz jest wykorzystanie aktywne-
go centrum cysteiny w katalizie ataku proteolitycznego na okreslone substraty oraz
ich cigcie zawsze po reszcie kwasu asparaginowego. Obecnie przyjmuje si¢ podziat
kaspaz na 3 grupy: 1) aktywatory cytokin —kaspazy 1, -4, -5, -11,-12, -13 , -14 2) ini-
cjatory szlaku apoptotycznego, kaspazy 8, -9, -10 i ostatnia grupa, 3) efektory fazy
wykonawczej apoptozy, kaspazy -3, -6, -7 [6,28]. Sprawa dyskusyjna jest zaliczenie
kaspaz -2 i -12 do enzyméw inicjujacych apoptoze [29].

Kaspazy wystepuja w komoérce w postaci nieaktywnych proenzyméw (zymoge-
now). Aktywacja kaspaz obejmuje hetero- i auto-proteolityczne procesy obrébki pro-
kaspaz, zwykle w miejscach wystgpowania kwasu asparaginowego [28]. Aktywne
kaspazy wykonawcze rozszczepiaja wiele bialek cytoplazmatycznych i jadrowych:
Aktywuja rowniez topoizomerazy i endonukleazy [40]. Proteoliza topoizomerazy I
1 II, enzyméw odpowiedzialnych za stabilizacje struktury DNA, powoduje jego
wstepna fragmentacj¢ do odcinkéw o dhugosci okoto 300 000 pz. Wraz z postgpem
apoptozy DNA degradowany jest do odcinkéw o dhugosci 30 000-50 000 pz, ktore
podlegaja dalszej nukleolizie. Cigcie wiazan fosfodiestrowych jest dokonywane w ten
sposdb, ze reszta fosforanowa pozostaje po stronie 5, za$ grupa hydroksylowa po
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stronie 3’ taicucha DNA. Uwolnione fragmenty DNA zakoriczone 3’-OH mozna zi-
dentyfikowa¢ metoda TUNEL (ang. terminal deoxynucleotydyl transferase mediated
d-UTP nick end-labeling), w ktorej stosuje si¢ terminalna deoksynukleotydylotrans-
feraz¢ (TdT). Enzym ten ma zdolno$¢ wbudowywania znakowanych nukleotydéw,
najcz¢sciej dUTP, w miejscach peknigcia DNA [36]. Rozlegta fragmentacja DNA,
cho¢ jest typowa dla apoptozy, nie jest niezbedna dla jej przebiegu. W fazie zniszcze-
niakomorki ulegaja obkurczeniu w wyniku przeorganizowania nukleo- i cytoszkiele-
fuoraz wypompowania jonéw, co utatwia ich pochtanianie przez sasiadujace komérki
lub fagocyty.

Apoptoza w zarodkach

Apoptoza zostata stwierdzona w blastocystach mysich [20], bydlecych [38],
maipy [13] oraz ludzkich [22]. Indukowana jest najczesciej dziataniem czynnika stre-
Sogennego, ale dotyczy réwniez komérek obarczonych anomaliami chromosomowy-
mi, ktére spontanicznie wchodza na drogg programowanej $mierci. Przypuszcza sie,
Z¢ apoptoza gwarantuje utrzymanie dobrej jakosci komorek wezta zarodkowego
wblastocyscie poprzez usuwanie komoérek uszkodzonych, o nieprawidtowym fenoty-
pie lub nickompetentnych rozwojowo [21]. Z tych powodow liczba komorek i stopien
Zaawansowania zmian apoptotycznych jest istotnym wskaznikiem zdolnosci rozwo-
Jowych zarodka [4]. Stwierdzono, ze zjawisko apoptozy wystepuje czg¢sciej w blasto-
Cystach ssak6w uzyskanych w warunkach in vitro niz in vivo [31]. Doswiadczenie
Matwee i in. [31] wykazalo, ze w standardowych warunkach hodowli in vitro w zarod-
l(i}Ch wezesnych stadidw rozwojowych nie wykrywa sie symptomdéw apoptozy.
P‘_erWSZG oznaki jej wystgpowania wykryto w zarodkach 8- i 1 6-komérkowych. Nato-
Miast zarodki w stadium moruli, wylegajace sie lub wylegle blastocysty wykazywaty
YPowa dla apoptozy fragmentacj¢ DNA, kt6ra stwierdzono u odpowiednio 801 100%
Zargdk(',w ocenianych przy uzyciu metody tunelowej. Obserwacje te doprowadzity do

Whiosku, ze apoptoza jest zalezna od stadium rozwoju zarodka. Zauwazono réwniez,

% zapoczatkowanie zmian apoptotycznych koreluje zmomentem aktywacji genomu
“@rodka [15, 31].

umowanie
_ Pods

Zjawisko apoptozy odgrywa niezwykle istotng role zaréwno w oogenezie, jak
mbriogenezie. Zjawisku apoptozy w oocycie towarzyszy przemieszczenie fosfa-
it golsleryn)_”na powierzchni¢ blony plazmatycznej, spadek pqten.cja%u blonowego
" c f)ndqow oraz uwalnianie cytochromu c z ich przestrzeni m.lqdzyblonowyc}.l,

Oteoliza biatek Cytoszkieletu, otoczki jadrowej, biatek odpowiedzialnych za organi-

W
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zacje przestrzenng DNA, a takze zmiany w zawartosci bialek pro- 1 anty-apoptotycz-
nych, tj. oraz zwigkszona ekspresja biatka Bax i zmniejszona biatka Bcl-2. Mozna
przyjaé, ze apoptoza jest jednym z gléwnych czynnik6éw ograniczajacych kompeten-
cje rozwojowe hodowanych in vitro oocytéw i zarodk6éw. Biorac pod uwagg, ze roz-
poznanie zmian apoptotycznych wymaga dokonania analiz niszczacych badany ma-
teriat zasadnym wydaje si¢ zbadanie korelacji migdzy molekularnymi, biochemicz-
nymi i morfologicznymi markerami jakosci oocytow, ktére przeznaczane sa do doj-
rzewania in vitro. Poznanie tych relacji moze by¢ pomocne w doskonaleniu metody
pozaustrojowego dojrzewania oocytow i uzyskiwania pelnowarto$ciowych zarod-
kow zwierzat gospodarskich.
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Selected markers of mammal oocytes quality conditioning
their ability to in vitro maturation and embryonic
development

Key words: cattle, oocyte, embryo, IVP, BCB, Bcl-2, Bax, caspases

Summary

An heterogeneous population of oocytes is usually collected from ovaries to be
used for several in vitro techniques. Sources of variability may be the age of oocytes,
their growth stage, and the apoptosis grade. All these factors might affect an efficiency
of in vitro embryo production. Although recently the new selection methods have
been introduced, the in vitro embryo production efficiency does not exceed 40%.
Much research is being done to determine the useful markers of oocyte developmental
competence. The present review briefly describes selected biochemical and molecular
markers. Subsequently the status of the members of B¢l-2 family proteins and the cas-
pases (molecular markers) expression and their function in orchestrating cell death in
oocyte and embryo were considered.



