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Wstęp 
  

Jednym z czynników ograniczających postęp hodowlany u bydła jest stosunkowo 
mała wydajność rozrodcza samic. Tymczasem jajnik bydlęcy ma ogromny potencjał 

rozrodczy w postaci niedojrzałych oocytów zawartych w pęcherzykach, które znaj- 

dują się w różnych stadiach wzrostu i rozwoju. Dynamiczny rozwój biotechnologii 
rozrodu, który nastąpił w ostatnich 20. latach ubiegłego stulecia, zaowocował m.in. 

opracowaniem metod pozwalających na lepsze wykorzystanie potencjału rozrodcze- 

g0samicy. Wynika ono ze stosowania w rozrodzie zwierząt takich metod biotechnolo- 

gicznych, jak przenoszenie zarodków, seksowanie nasienia lub zarodków celem uzy- 
skiwania zwierząt o pożądanej płci, klonowanie zarodkowe i somatyczne czy modyfi- 

kacją genomu celem otrzymania zwierząt transgenicznych. W związku z tym po- 
wstało znaczne zapotrzebowanie na gamety żeńskie oraz zarodki, zarówno dla celów 

hodowlanych, jak i doświadczalnych. 
U bydła zarodki przenoszone zsynchronizowanym biorczyniom uzyskiwane są 

metodami in vivo (np. w realizacji programu hodowlanego MOET — ang. Multiple 

Ovulation and Embryo Transfer) lub metodami in vitro. Obecnie, przy użyciu metod 

I vitro, możliwe jest uzyskanie u bydła około 90% oocytów osiągających dojrzałość 

Jądra (stadium metafazy II podziału mejotycznego), z których ponad 80% ulega 

zapłodnieniu in vitro, a ponad 70% podejmuje podziały zarodkowe. Jednakże odsetek 

Zapłodnionych oocytów osiągających w kompleksowym systemie in vitro stadium 

blastocysty, a także odsetek zarodków, które po przeniesieniu do dróg rodnych bior- 

Czyń wykazują zdolność do pełnego rozwoju ulega zdecydowanej redukcji i nawet
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w optymalnych warunkach nie przekracza na ogół 40% wyjściowej liczby hodowa- 

nych zygot [7, 27]. Chociaż wydajność ta jest już akceptowana przez praktykę (na co 

wskazują raporty komercyjnych firm biotechnologicznych, a także Międzynarodo- 

wych Towarzystw Przenoszenia Zarodków tj. IETS i AETE), to jednak doskonalenie 

stosowanych metod leży wciąż w sferze zainteresowań zespołów badawczych zaj- 

mujących się problematyką embriologii eksperymentalnej i stosowanej. 

Selekcja niedojrzałych oocytów 
— ocena morfologiczna i biochemiczna 
  

Niedojrzałe oocyty, które przeznaczane są do hodowli in vitro, stanowią popula- 
cję heterogeniczną, o zróżnicowanych kompetencjach rozwojowych. Podczas ich 

przygotowywania do hodowli in vitro istotnym elementem metody jest selekcja, która 
przeprowadzana jest bezpośrednio po uzysku. Dotychczas stosowane metody selekcji 

niedojrzałych oocytów bydlęcych bazują na obserwacjach wyglądu morfologicznego 

komórek wzgórka jajonośnego otaczających oocyt oraz cytoplazmy oocytu. Morfolo- 

gicznie prawidłowy oocyt powinien być otoczony ścisłą i spoistą warstwą komórek 

wzgórka jajonośnego i posiadać cytoplazmę jednolicie granulowaną, bez zmian mor- 

fologicznych w formie przejaśnień, nieregularności czy fragmentacji. Ustalono ścisły 

związek między morfologią niedojrzałego oocytu a efektywnością metody pozaustro- 

Jowego uzyskiwania zarodków [7, 30]. Wykazano również, że oocyty o obniżonej ja- 

kości morfologicznej posiadają drastycznie obniżone kompetencje rozwojowe. Jed- 

nakże, mimo stosowania wspomnianych kryteriów selekcji morfologicznej, jakość 

dojrzałych in vitro oocytów, a także zarodków rozwijających się z tych oocytów po 
zapłodnieniu in vitro, jest zróżnicowana i zdecydowanie obniżona w porównaniu 
z oocytami i zarodkami powstającymi w warunkach in vivo [50]. Wspomniane różni- 
ce dotyczą morfologii, tempa rozwoju, metabolizmu zarodka (np. zawartości 
wewnątrzkomórkowego glutationu — GSH), ultrastruktury (lokalizacji mitochon- 
driów, rozmieszczenia cytoszkieletu), ekspresji genów, a także podatności na krio- 
konserwację [24]. Różnice te mają decydujący wpływ na kompetencje rozwojowe 
dojrzałych in vitro oocytów. Można zakładać, że niższa jakość dojrzewających in Vi- 
tro oocytów jest efektem nie tylko niedoskonałych warunków, w których jest prowa 
dzona hodowla, lecz wynika również z niewłaściwie przeprowadzanej selekcji mate- 
riału przeznaczanego do dojrzewania in vitro. 

Ta sytuacja uzasadnia konieczność udoskonalenia metod selekcji gamet żeńskich. 
Ostatnio opracowano nową, przyżyciową metodę selekcji niedojrzałych oocytów 
świni [41], kozy [42] i bydła [2], które przeznaczane są do dojrzewania in vitro. Selek- 
cji dokonuje się po przyżyciowym barwieniu kompleksów oocyt-komórki wzgórka 
Jajonośnego brylantowym błękitem krezylu (brilliant cresyl blue, BCB). Barwienie to
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pozwala na określenie aktywności dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G6PD), 
enzymu syntetyzowanego w pierwszej połowie fazy S, w czasie wzrostu oocytu [49]. 
Aktywność enzymu G6PD może służyć jako marker kompetencji rozwojowych oocy- 
tu. Enzym ten odgrywa istotną rolę w czasie wzrostu komórki dostarczając NADPH 
dla regulacji procesów oksydacyjnych. W obecności aktywnego enzymu G6PD na- 
stępuje redukcja koloru błękitnego w barwniku BCB do związku bezbarwnego. Zwię- 

kszona aktywność enzymatyczna G6PD jest negatywnie skorelowana z kompetencją 

mejotyczną oocytów, a tym samym efektywnością zapłodnienia i rozwoju zarodko- 
wego [2, 42]. 

Mimo, że oocyty bydlęce poddane selekcji w oparciu o aktywność G6PD i ocenio- 

ne jako BCB+ wykazują istotnie wyższe kompetencje rozwojowe w porównaniu 
z oocytami BCB-, to jednak efektywność ich zapłodnienia i rozwoju zarodkowego 
pozostaje wciąż niższa w porównaniu do oocytów dojrzewających, zapładnianych 
i rozwijających się in vivo. Zatem oznacza to, że obniżone kompetencje rozwojowe 
oocytow mają podłoże znacznie głębsze, czyli selekcja morfologiczna i biochemiczna 
nie pozwala na pełną ocenę ich jakości. Przyczyną obniżonej kompetencji oocytów 
mogą być zaburzenia w aktywacji genów prowadzące do zmian apoptotycznych 
w komórce, niezauważalnych w ocenie morfologicznej. Te zmiany apoptotyczne 
W oocycie mogą powstawać już podczas jego wzrostu w pęcherzyku lub też w okresie 

późniejszym, w czasie dojrzewania in vitro. 

Molekularne mechanizmy apoptozy 
—— 

Apoptoza, opisywana również jako śmierć programowana, jest aktywnym proce- 
śm współodpowiedzialnym za kontrolę liczby i rodzaju komórek [23]. Jądro komór- 

ki, w której rozpoczyna się apoptoza ulega obkurczeniu, następuje zagęszczenie chro- 

matyny i jej przemieszczanie na obwód. Dochodzi do postępującej degradacji DNA, 

której charakterystycznym obrazem, wykrywanym poprzez elektroforezę w żelu aga- 
‘ozowym, jest tzw. drabinka [36]. Komórki apoptotyczne tracą znaczne ilości wody, 
00 prowadzi do kondensacji chromatyny, obkurczenia cytoplazmy oraz wzrostu jej 

sęstości, Następują również zmiany w błonie komórkowej polegające na jej obkur- 
Czaniu i pofałdowaniu, któremu towarzyszy tworzenie drobnych uwypukleń (ang. 

Olebbing) na powierzchni. Inną charakterystyczną cechą komórek apoptotycznych 
St pojawienie się tzw. ciałek apoptotycznych, tj. obłonionych fragmentów komórki, 
tore zawierają organelle komórkowe, resztki chromatyny i cytoplazmy [29]. | 

ts W przebiegu procesu apoptozy dochodzi do kaskady zdarzeń, które przebiegają 

аа; fazę pierwszą określa się jako inicjację czy wzbudzenie, następna to faza 
ny KOTAWcza, a ostatnia faza zniszczenia. Wśród czynników inicjujących apoptozę 
пе 2480) wymienia się reakcje rozpoznawania i wiązania ligandów 2 odpowiednimi 
“¢ptorami śmierci na powierzchni komórek, ich aktywację, a także aktywację ka-
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spaz inicjujących. Kaspazy (ang. caspases-cysteine-dependent aspartate specific pro- 

teases) są odpowiedzialne za proteolityczny rozpad niektórych składników cytoszkie- 

letu [44]. W czasie aktywacji kaspaz komórka ulegająca procesowi apoptozy sygnali- 

zuje o tym sąsiednim komórkom poprzez fosfatydyloserynę (PS), która zostaje prze- 

mieszczona z wewnętrznej na zewnętrzną warstwę błony plazmatycznej i w ten spo- 

sób eksponowana na środowisko zewnątrzkomórkowe [48]. Badania Deneckera i in. 

[10] wykazały, że przemieszczenie PS stanowi jedno z wcześniejszych zdarzeń 

w szlaku apoptotycznym, po którym następuje spadek potencjału błonowego mito- 

chondriów oraz uwalnianie cytochromu c z ich przestrzeni międzybłonowych. Prze- 

mieszczanie PS na powierzchnię komórki można monitorować poprzez wiązanie tego 

fosfolipidu za pomocą aneksyny V połączonej z fluoresceiną. 

Przemieszczenie PS oraz aktywacja kaspaz jest sygnałem do rozpoczęcia fazy 
wykonawczej apoptozy [3]. Faza ta jest kontrolowana przez produkty genów, które 

mogą aktywować bądź zatrzymywać czy też opóźniać apoptozę poprzez blokowanie 

aktywności kaspaz wykonawczych. Natomiast aktywacja kaspaz wykonawczych 

przez kaspazy inicjujące lub inne białka (GrB, ang, granzyme B) prowadzi do nieod- 
wracalnego etapu apoptozy, który jest regulowany przez białka rodziny Bcl-2 oraz 

IAP (ang. inhibitor of apoptosis proteins) [39]. Czas aktywacji kaspaz wykonawczych 

mieści się w zakresie od kilku minut do kilku godzin i zależy od typu oraz stanu funk- 

cjonalnego komórek. Aktywowane kaspazy wykonawcze, bezpośrednio albo w ka- 
skadzie kaspaz, dokonują proteolizy białek niezbędnych dla życia komórek jak białka 

cytoszkieletu, otoczki jądrowej, białka odpowiedzialne za organizację przestrzenną 
DNA oraz jego naprawę [25]. W fazie wykonawczej dochodzi do otwarcia megaka- 
nałów mitochondrialnych, obniżenia potencjału błonowego mitochondriów oraz 
zakłócenia homeostazy jonów Ca”* [11]. Obniżenie wartości potencjału błonowego 

mitochondriów prowadzi do uwolnienia z ich przestrzeni międzybłonowej białek pro” 
apoptotycznych, cytochromu c, białek AIF (ang. apoptosis inducing factor), białka 

Smac/DIABLO (ang. second mitochondrial activator of caspase/direct LAP binding 
protein with low pl tj. wtórny mitochondrialny aktywator kaspazy/białko bezpośred- 

nio wiążące IAP o niskim pl), a także kaspaz [11, 12, 47]. 

Markery apoptozy — białka rodziny Bcl-2 i kaspazy 

Niezwykle istotną rolę w regulacji apoptozy odgrywają białka rodziny Bcl-2 (an8- 
B-cell leukemia/lymphoma-2), które mogą aktywować lub hamować przebieg proce” 
su [35]. Aktywność białek Bcl-2 warunkuje przepuszczalność błon mitochondrial- 
nych oraz wypływ czynników proapoptotycznych. Ponadto, białka te aktywują bądź 
hamują aktywność kaspaz odpowiedzialnych za proteolityczny rozpad komórek (I, 
17, 44].
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Dotychczas poznano kilkanaście białek rodziny Bcl-2, a liczba nowo wykrywa- 

nych nieustannie wzrasta [1, 5]. Białka tej rodziny podzielono na trzy klasy: klasa I 

czyli podrodzina Bcl-2 to białka anty-apoptotyczne do których zalicza się Bcl-2, 

Bcl-Xy, Bcl-w, A1/Bfl-1, Mcl-1, klasa II to podrodzina Bax, składająca się z białek 

o działaniu pro-apoptotycznym, takich jak Bax, Bak, Bok i Bcl-Xs oraz klasa III to 

podrodzina BH3, w skład której wchodzą białka proapoptotyczne Bad, Bid, Bik, Bim, 

Blk i Hrk [29, 46]. Cechą charakterystyczną białek rodziny Bcl-2 jest występowanie 

wśród nich tzw. domen homologii — BH (ang. Bcl-2 homology), opisywanych jako 

BH1, BH2, BH3 i BH4 [29]. Domeny te decydują o zdolności do dimeryzacji białek 

tej rodziny, ułatwiając tworzenie homo- i heterodimerów, a także oddziaływanie z in- 

nymi białkami regulującymi apoptozę. Różnice w występowaniu domen homologii 
stały się podstawą podziału białek rodziny Bcl-2 na trzy klasy. Przypuszczalne me- 
chanizmy działania białek rodziny Bcl-2 zaproponował Hengartner [23]. Białka te 
mogą oddziaływać poprzez: 

a) formowanie porów, przez które cytochrom c i inne białka promujące apoptozę 
mogą wypływać z przedziału międzybłonowego mitochondriów, 

b) heterodimeryzację między białkami pro- i anty-apoptotycznymi tej rodziny, 

c) bezpośrednią regulację aktywności kaspaz, za pośrednictwem białek adaptoro- 
wych, 

4) interakcje z innymi białkami mitochondrialnymi, albo w celu utworzenia mega- 
kanału, przez który mogą się przemieszczać białka apoptogenne lub modulowa- 
nia homeostazy mitochondriów, 

e) oligomeryzację białek w celu tworzenia kanałów jonowych o niewielkiej selek- 
tywności [cyt za 29]. 

Dotychczasowe wyniki badań dowodzą, że białka Bcl-2 są przede wszystkim mo- 
dulatorami funkcji mitochondriów, czynników przeciwdziałających stresowi oksyda- 

cyjnemu [11] oraz regulatorami wewnątrzkomórkowego stężenia jonów Ca”* [16]. 

Białko Bcl-2, inhibitujące apoptozę, kontroluje uwalnianie jonów Ca”* z komór- 

kowych zapasów siateczki śródplazmatycznej i mitochondriów [1, 17]. Białko to bez- 

pośrednio blokuje uwalnianie cytochromu c z mitochondriów [8]. Natomiast białko 

Bax, promujące apoptozę, powoduje gwałtowną destabilizację mitochondriów oraz 
«wolnienie cytochromu c, który następnie aktywuje kaskadę kaspaz [19, 44]. Udo- 
wodniono, że białko Bax może ulegać heterodimeryzacji z białkiem Bcl-2 pokonując 

anty-apoptotyezny efekt Bcl-2 [45]. 

Ekspresję genu Bax stwierdzono również w oocytach [14, 26]. Badania prowa- 

Z0ne zarówno na komórkach somatycznych jak i na jajnikach płodowych myszy wy- 
azaly, ze apoptozie towarzyszy zwiększona ekspresja białka Bax. Jednocześnie nie 

obserwowano zmian w poziomie anty-apoptotycznego białka Bcl-2 [9]. Role białka 

an We wzbudzaniu apoptozy w komérkach piciowych ptodu myszy potwierdzito 
ownież doświadczenie Rucker i in. [43]. Badacze ci wykazali, że inaktywacja Bax, 
Przy jednoczesnym braku Bcl-x, zapobiega masowej apoptozie oocytów. Natomiast



70 J. Opiela, L. Kątska-Książkiewicz 

wstrzyknięcie białka Bax do izolowanych oocytów wywołuje apoptozę [32]. Stwier- 
dzono ponadto, że eliminacja z jajnika oocytów, w których powstały anomalie na sku- 

tek błędów w mejozie następuje bez udziału białka Bax [33]. Doświadczenie to suge- 

ruje, że w żeńskich komórkach płciowych istnieją również inne szlaki sygnalizacji 

pro-apoptotycznej, niezależne od Bax [33]. 

Badania nad ekspresją genów Bax i Bcl-2 znalazły aspekt aplikacyjny w medycynie 

ludzkiej. U kobiet leczonych przeciwnowotworowo dochodzi do niepłodności spowo- 

dowanej utratą komórek płciowych na drodze apoptozy zależnej od białka Bax. Uży- 

wając myszy jako zwierzęcia modelowego wykazano, że chemioterapeutyk, doxorubi- 

cin (Adriamycyna, 14-hydroxydaunomycyna) nie wywołuje apoptozy w oocytach 

z wyłączonym genem Bax, zarówno in vitro jak i in vivo [37]. Najnowsze metody lecze- 

nia, zmierzające do zminimalizowania szkodliwego wpływu na jajnik chemio- i radio- 
terapii, prowadzone są dwutorowo tj., albo poprzez inaktywację genu Bax lub poprzez 

zwiększenie ekspresji białka Bcl-2 w oocytach [34]. Wyniki uzyskane na myszach 

wskazują, że powyższe sposoby postępowania mogą być skuteczne [34]. 

Również w oocytach i zarodkach bydła wykazano występowanie korelacji mię- 

dzy ekspresją białek Bcl-2 i Bax a stopniem kompetencji rozwojowej [50]. W pra- 
widłowych oocytach i zarodkach obserwuje się przewagę białek Bcl-2 nad Bax, nato- 

miast sytuacja odwrotna cechuje oocyty i zarodki o oznakach apoptozy. Podobne re- 
zultaty obserwowano u myszy [14]. Można zakładać, że ekspresja białek Bcl-2 i Bax 

może służyć jako marker jakości oocytów i blastocyst. 

Szybkość przejścia komórek do fazy zniszczenia zależy od typu komórek oraz ro- 

dzaju i siły bodźca apoptotycznego. Za realizację nieodwracalnej fazy wykonawczej 
apoptozy odpowiedzialne są kaspazy. Dotychczas zidentyfikowano u ssaków 14 en- 
zymów tej rodziny [6]. Charakterystyczną cechą kaspaz jest wykorzystanie aktywne- 
go centrum cysteiny w katalizie ataku proteolitycznego na określone substraty oraz 
ich cięcie zawsze po reszcie kwasu asparaginowego. Obecnie przyjmuje się podział 
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]. Sprawą dyskusyjną jest zaliczenie 
kaspaz -2 i -12 do enzymów inicjujących apoptozę [29]. 

Kaspazy występują w komórce w postaci nieaktywnych proenzymów (zymoge” 
nów). Aktywacja kaspaz obejmuje hetero- i auto-proteolityczne procesy obróbki pro” 
kaspaz, zwykle w miejscach występowania kwasu asparaginowego [28]. Aktywne 
kaspazy wykonawcze rozszczepiają wiele białek cytoplazmatycznych i jądrowych: 
Aktywują również topoizomerazy i endonukleazy [40]. Proteoliza topoizomerazy l 
i Il, enzymów odpowiedzialnych za stabilizację struktury DNA, powoduje jego 
wstępną fragmentację do odcinków o długości około 300 000 pz. Wraz z postępem 
apoptozy DNA degradowany jest do odcinków o długości 30 000—50 000 pz, które 
podlegają dalszej nukleolizie. Cięcie wiązań fosfodiestrowych jest dokonywane w ten 
sposób, że reszta fosforanowa pozostaje po stronie 5”, zaś grupa hydroksylowa Po
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stronie 3” łańcucha DNA. Uwolnione fragmenty DNA zakończone 3*-OH można zi- 
dentyfikować metodą TUNEL (ang. terminal deoxynucleotydyl transferase mediated 
d-UTP nick end-labeling), w której stosuje się terminalną deoksynukleotydylotrans- 
ferazę (TdT). Enzym ten ma zdolność wbudowywania znakowanych nukleotydów, 
najczęściej AUTP, w miejscach pęknięcia DNA [36]. Rozległa fragmentacja DNA, 
choć jest typowa dla apoptozy, nie jest niezbędna dla jej przebiegu. W fazie zniszcze- 
nia komórki ulegają obkurczeniu w wyniku przeorganizowania nukleo- i cytoszkiele- 
u oraz wypompowania jonów, co ułatwia ich pochłanianie przez sąsiadujące komórki 
lub fagocyty. 

Apoptoza w zarodkach 
  

Apoptoza została stwierdzona w blastocystach mysich [20], bydlęcych [38], 
małpy [13] oraz ludzkich [22]. Indukowana jest najczęściej działaniem czynnika stre- 
sogennego, ale dotyczy również komórek obarczonych anomaliami chromosomowy- 
mi, które spontanicznie wchodzą na drogę programowanej śmierci. Przypuszcza się, 
że apoptoza gwarantuje utrzymanie dobrej jakości komórek węzła zarodkowego 
wblastocyście poprzez usuwanie komórek uszkodzonych, o nieprawidłowym fenoty- 
pie lub niekompetentnych rozwojowo [21]. Z tych powodów liczba komórek i stopień 
zaawansowania zmian apoptotycznych jest istotnym wskaźnikiem zdolności rozwo- 
Jowych zarodka [4]. Stwierdzono, że zjawisko apoptozy występuje częściej w blasto- 
Cystach ssaków uzyskanych w warunkach in vitro niż in vivo [31]. Doświadczenie 
Matwee i in. [31] wykazało, że w standardowych warunkach hodowli in vitro w zarod- 

kach wczesnych stadiów rozwojowych nie wykrywa się symptomów apoptozy. 
Pierwsze oznaki jej występowania wykryto w zarodkach 8- i 16-komórkowych. Nato- 
miast zarodki w stadium moruli, wylęgające się lub wylęgłe blastocysty wykazywały 
Ypową dla apoptozy fragmentację DNA, którą stwierdzono u odpowiednio 80 i 100% 
zarodków ocenianych przy użyciu metody tunelowej. Obserwacje te doprowadziły do 
Wniosku, że apoptoza jest zależna od stadium rozwoju zarodka. Zauważono również, 
że zapoczątkowanie zmian apoptotycznych koreluje z momentem aktywacji genomu 
taodka [15, 31]. 

umowanie OSS Pods 

Zjawisko apoptozy odgrywa niezwykle istotną rolę zarówno w oogenezie, jak 
embriogenezie. Zjawisku apoptozy w oocycie towarzyszy przemieszczenie fosfa- 

nit озегупу na powierzchnię błony plazmatycznej, spadek potencjału błonowego 
he с ondriów oraz uwalnianie cytochromu c z ich przestrzeni międzybłonowych, 

Steoliza białek cytoszkieletu, otoczki jądrowej, białek odpowiedzialnych za organi- 

lw
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zację przestrzenną DNA, a także zmiany w zawartości białek pro- 1 anty-apoptotycz- 

nych, tj. oraz zwiększona ekspresja białka Bax i zmniejszona białka Bcl-2. Można 

przyjąć, że apoptoza jest jednym z głównych czynników ograniczających kompeten- 

cje rozwojowe hodowanych in vitro oocytów i zarodków. Biorąc pod uwagę, że roz- 

poznanie zmian apoptotycznych wymaga dokonania analiz niszczących badany ma- 

teriał zasadnym wydaje się zbadanie korelacji między molekularnymi, biochemicz- 

nymi i morfologicznymi markerami jakości oocytów, które przeznaczane są do doj- 

rzewania in vitro. Poznanie tych relacji może być pomocne w doskonaleniu metody 

pozaustrojowego dojrzewania oocytów i uzyskiwania pełnowartościowych zarod- 

ków zwierząt gospodarskich. 
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Selected markers of mammal oocytes quality conditioning 
their ability to in vitro maturation and embryonic 

development 
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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 Bcl-2 family proteins and the cas- 
pases (molecular markers) expression and their function in orchestrating cell death in 
oocyte and embryo were considered.


