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Summary

In this paper, the authors made an attempt to summarize the present
knowledge on apoptosis in mammalian oocytes and embryos. On the contrary
to necrosis, apoptosis is a programmed death of damaged or mutated cells. Sev-
eral studies showed that it takes place during oogenesis (oocyte growth and
maturation), as well as at some stages of preimplantation embryo development
(morula, blastocyst). Although apoptosis is observed in vivo, the frequency of
this phenomenon increases in vitro. There is a number of methods detecting
apoptotic cells, however, none of them gives a clear evaluation of the studied
process. A complex analysis with the use of several methods is therefore ad-
vised. Because in ovary the majority of oocytes undergo atresia (over 99%), the
scientists concentrate on developing new methods aiming at improvement of
females' reproductive performance. The process of apoptosis seems to be a cru-
cial limiting factor.
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1. Wstep

Apoptoza i nekroza sg zjawiskami zwigzanymi ze Smiercia
komorkowa. Apoptoza jest procesem konserwatywnym polega-
jacym na samobojczej Smierci komorki, kontrolowanym zaréwno
przez czynniki wewnetrzne jak i zewnetrzne. Jest to najczesciej
obseiTvowana forma degradacji komorki, bedaca istotnym ele-
mentem rozwoju i réznicowania organizméw wielokomérkowych
(1). Nekroza natomiast jest procesem biernym, katabolicznym
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i degradacyjnym. Zachodzi pod wptywem bodzca zewnetrznego wywotanego me-
chanicznym uszkodzeniem komorki, Szokiem termicznym, wolnymi rodnikami tle-
nowymi czy toksynami metabolicznymi. Komdrke podlegajaca nekrozie charaktery-
zuje rozpad jadra, pecznienie i przerwanie integralnosci btony komérkowej, co po-
woduje uwolnienie enzymow litycznych i uszkodzenie sasiednich komorek. W efek-
cie powstaje ognisko martwicy, do ktdrego naptywaja granulocyty obojetnochton-
ne, limfocyty i makrofagi, biorgce udziat w procesie zapalnym (2).

2. Molekularne podtoze apoptozy

Po raz pierwszy zjawisko programowej $mierci komorki opisat Walther Flem-
ming, ktéry w 1885 r. opublikowat prace o degeneracji komdrek w jajniku krdlika
(3). Termin apoptoza wprowadzit dopiero Kerr i wsp. (4) jako zjawisko zamierania
komorek, w ktérym dochodzi do kondensacji chromatyny, fragmentacji jadra i two-
rzenia tzw. ciatek apoptotycznych. Dzi$ wiadomo, ze apoptoza jest procesem wielo-
etapowym, rozpoczynajgcym sie w momencie izolowania danej komorki od otocze-
nia, co oznacza utrate wszelkich potgczenn miedzykomorkowych. Nastepnie docho-
dzi do kondensacji chromatyny, obkurczania cytoplazmy, agregacji chromatyny przy
blonie jadrowej oraz do fragmentacji jadra. Procesy te najczesciej sa poprzedzone
cieciem DNA na odcinki odpowiadajgce dtugosci nukleosomu (ok. 180-200 pz). Kon-
cowym etapem apoptozy jest fragmentacja cytoplazmy i rozdziat organelli komor-
kowych na struktury zwane ciatkami apoptotycznymi. Zostajg one usuniete np. na
drodze fagocytozy, bez uszkadzania komdrek otaczajacych, dlatego opisywany pro-
ces moze dotyczy¢ tylko pojedynczych komoérek, a nie catych tkanek.

Z obszernego pisSmiennictwa wynika, ze proces apoptozy jest regulowany przez
wiele czynnikéw (5-13). Zaklada sie, ze kazda komorka posiada potencjalng zdol-
nos¢ wejscia na Sciezke apoptozy, natomiast decyzja o rozpoczeciu owego szlaku
zalezy od zréwnowazonej proporcji wewnatrzkomoérkowych czynnikéw pro- i anty-
apoptotycznych.

Opisujac przebieg apoptozy w komdrce nalezy rozrozni¢ dwa jej gtéwne szlaki; ze-
wnetrzny (receptorowy) i wewnetrzny (mitochondrialny). Uproszczony schemat ilus-
trujacy te procesy przedstawiono na rysunku. W szlaku receptorowym obserwuje sie
tworzenie tzw. receptosomu, ktéry powstaje w wyniku pobudzenia receptoréw Smier-
ci, nalezacych do nadrodziny receptoréw TNF (czynnika martwicy nowotworu, ang. Tu-
mour Necrosis Factor). Pojawienie sie aktywnej formy receptosomu prowadzi do auto-
proteolizy enzymu prokaspazy 8, ktéry jest bezposrednim aktywatorem kaspazy 3.
Natomiast w szlaku wewnetrznym, zasadniczg funkcje w przekazywaniu sygnatu
$mierci odgrywajg czynniki mitochondrialne uwalniane do cytosolu (AIF - Apoptosis
Inducing Factor, cytochrom c). Aktywujg one prokaspazy 9 i powodujg utworzenie ak-
tywnego kompleksu zwanego apoptosomem. Obydwa opisane szlaki prowadzg do
aktywacji zasadniczego etapu regulacji apoptozy, ktérym jest kaskada kaspaz (14).
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Kaspazy sg syntetyzowane w formie nieaktywnych proenzymoéw (zymogendw),
ktorych aktywacja moze przebiegac na drodze homo- lub heteroaktywacji. Homoak-
tywacja polega na oligomeryzacji czasteczek enzymow, co prowadzi do wzrostu ich
aktywnosci proteolitycznej. Te z kolei, na drodze heteroaktywacji aktywuja kaspazy
wykonawcze. Kaspazy selektywnie tng biatka zawsze w pozycji za kwasem asparagi-
nowym. Wykazujg one dwojaka aktywnos$¢ - z jednej strony inaktywujg biatka po-
przez ciecie proteolityczne, z drugiej natomiast mogg dziata¢ aktywujgco, gdy do-
chodzi do usuniecia negatywnej domeny regulatorowej lub dezaktywacji czynnika
regulatorowego. Nukleaza CAD (Caspase Activated Deoxiribonuclease) w taki wihasnie
sposOb zostaje aktywowana przez kaspaze 3, co uruchamia proces ciecia DNA na
fragmenty o dlugosci 180-200 pz. Kaspazy aktywowane sg hierarchicznie - w po-
czatkowej fazie apoptozy pobudzane sg kaspazy inicjatorowe (najczesciej poprzez
autoproteolize), a nastepnie kolejne az do kaspaz wykonawczych, ktorych substra-
tami sg rozne biatka komdrkowe (15).

Dotychczas opisano wiele biatek zwigzanych z kontrolg apoptozy, z ktérych nad-
rzedna role petnig biatka z rodziny Bcl-2 (oncogene B-cell leukemia 2). Cechg charakte-
rystyczng tych biatek jest wystepowanie homologicznych sekwencji BHI, BH2, BH3
i BH4 (Bcl-2 homology regions). Stanowig one kryterium podziatu rodziny Bcl-2 na trzy
podrodziny: Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-w, Bcl-Xi, Al, Mcl-1), Bax (Bax, Bak, Bok) oraz BH3 (Bak,
Bid, Bik). Biatka z podrodziny Bcl-2 sg inhibitorami apoptozy, natomiast pozostate
dwie podrodziny nalezg do grupy promotoréw $mierci komérkowej. Uwaza sie, ze
gen Bcl-2 jest najsilniejszym inhibitorem apoptozy, natomiast najlepiej poznanym
jej promotorem jest gen Bax (Bcl-2 associated X protein).

Biatka z rodziny Bcl-2 regulujg proces apoptozy poprzez system wzajemnych od-
dziatywan sprowadzajgcych sie gtdwnie do zdolnosci tworzenia heterodimeroéw zto-
zonych z biatek pro- i antyapoptotycznych. Podstawowg funkcje w procesie powsta-
wania dimeréw petni domena BH3. W wiekszosci biatek z rodziny Bcl-2 wystepuje
domena transbtonowa na koricu karboksylowym, umozliwiajaca ich adaptacje
w btonach organelli. Struktura czwartorzedowa tych biatek pozwala na tworzenie
kanatéw btonowych, ktére powstaja pod wptywem sygnatu apoptotycznego powo-
dujgcego oligomeryzacje biatka Bax, a nastepnie wbudowywanie uzyskanych oligo-
meréw w btony organelli. Opisywane zjawisko wptywa na wzrost przepuszczalnosci
bton mitochondrialnych dla wody, jondw i zwigzkéw drobnoczasteczkowych, pecz-
nienie mitochondridw, pekanie zewnetrznej blony mitochondrialnej i uwalnianie
z przestrzeni miedzybtonowej cytochromu c i AIF (Apoptosis Inducing Factor) -
dwdch gtdwnych czynnikéw indukujacych apoptoze na opisywanym wczesniej szla-
ku wewnetrznym. Natomiast ochronna rola biatek Bcl-2 w mitochondriach polega
prawdopodobnie na kontrolowaniu przepuszczalnosci kanatéw btonowych lub two-
rzeniu dodatkowych kanatdéw stabilizujacych homeostaze mitochondrium (9).
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3. Wykorzystanie metody TUNEL do wykrywania komorek apoptotycznych

Istotng cechg komérek apoptotycznych wykorzystywang do detekcji apoptozy
Jest fragmentacja DNA na odcinki réwne wielokrotnosci diugosci nukleosomow.
Rdznice w sposobie degradacji DNA stanowig podstawe odrdznienia martwicy od
apoptozy. W komdrkach nekrotycznych dochodzi do uwolnienia proteaz, ktore tra-
wig biatka histonowe, natomiast aktywne nukleazy niszczg nieostoniete DNA. Na
skutek przypadkowych cie¢ powstajg odcinki DNA o zréznicowanej dtugosci, ktore
w zelu elektroforetycznym tworzg obraz smugi (smear). Natomiast w przypadku
apoptozy obserwuje sie fragmentacje DNA odzwierciedlajgcg strukture oktamerow
histonowych, w wyniku ktérej na zelu powstaje obraz tzw. drabinki (ladder) odcin-
kéw stanowigcych wielokrotno$¢ diugosci nukleosomu (180-200 pz).

Podczas apoptozy, wskutek trawienia DNA powstaje wiele peknie¢ jedno- i dwu-
niciowych, ktorych znakowanie jest wykorzystywane w technice TUNEL (Terminal de-
oksymikleotydyl transferase mediated d-UTP Nick End-Labeling) (16). W metodzie tej en-
zym terminalna transferaza (TdT) dobudowuje znakowane nukleotydy bez obecnos-
c¢i matrycy do wolnych koricéw wodorotlenkowych. Technika TUNEL pozwala na wy-
krycie szesciokrotnie wiekszej liczby komorek apoptotycznych niz przy uzyciu tech-
nik barwieri histologicznych, prawdopodobnie dzieki detekcji komoérek we wczes-
nych stadiach apoptozy, w ktérych zmiany morfologiczne sa trudne do oznaczenia
(16).

4. Apoptoza w oogenezie

Potencjat rozrodczy samicy wyrazajacy sie okreslong liczbg oocytéw w jajniku
ustala sie w zyciu ptodowym, po czym zmniejsza sie w kazdym cyklu piciowym.
Przyjmuje sig, ze ponad 99% pecherzykow jajnikowych podlega atrezji (17). Badania
nad potencjatem rozwojowym zenskich komérek piciowych nabierajg obecnie coraz
wiekszego znaczenia zaréwno w medycynie jak i hodowli zwierzat. W rozrodzie
cztowieka najwazniejszymi zagadnieniami sg poszukiwanie sposobéw ochrony oocy-
tow u kobiet poddawanych chemioterapii oraz opracowanie metod przedtuzania zy-
wotnosci pierwotnych pecherzykéw jajnikowych i odsuwania w czasie zjawiska me-
nopauzy. W przypadku hodowli zwierzat gtéwnym celem jest ustalenie optymal-
nych warunkéw hodowli in vitro preantralnych pecherzykdw zmierzajace do lepsze-
go wykorzystania potencjatu rozrodczego wartosciowych samic (18).

Najnowsza publikacja Tilly i wsp. (19) wykazujaca istnienie w jajnikach dojrza-
tych piciowo myszy pierwotnych komérek rozrodczych (CSC, germinal stem cells)
i odnawiania sie populacji pecherzykow jajnikowych, catkowicie zmienia dotychcza-
sowe teorie obowigzujgce w tej dziedzinie (19). Wykazano, ze w jajnikach doj-
rzatych ptciowo samic myszy moze dochodzi¢ do powstawania nowych oocytow wy-
wodzacych sie z komérek CSC. W obrebie tkanki jajnikowej wykryto aktywnos¢
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genu SCP3 (biatko kompleksu synaptonemalnego), ktéry podlega ekspresji tylko
podczas profazy pierwszej mejozy. Nalezy jednak pamieta¢, ze mysz stanowi jedy-
nie model doswiadczalny i nie wiadomo w jakim zakresie uzyskane wyniki odzwier-
ciedlajg analogiczne zjawiska u innych gatunkéw ssakdw.

Prawidtowe funkcjonowanie jajnika w okresie rozrodczym w jednakowym stop-
niu zalezy od proliferacji jak i degeneracji komorek. Apoptoza jest zjawiskiem ob-
serwowanym we wszystkich stadiach oogenezy, od pierwotnych komorek picio-
wych, przez oogonia, do oocytow | rzedu (20). Przypuszcza sie, ze ok. dwie trzecie
pierwotnych komérek ptciowych kobiet ulega degeneracji juz podczas zycia ptodo-
wego lub zaraz po urodzeniu (3). Do wyjasnienia opisywanego zjawiska proponowa-
ne sg trzy mechanizmy okreslane jako ,,smier¢ przez zaniedbanie” (death by neglect),
»Smier¢ przez uszkodzenie” (death by defect) oraz ,,$mier¢ przez samo poswiecenie”
(death by self-sacrifice). W pierwszym przypadku apoptoze indukuje zbyt niska aktyw-
no$¢ czynnikow wzrostowych dziatajagcych za posrednictwem swoistych recepto-
réw. Przy utrudnionym dostepie do receptoréw dochodzi do uposledzenia przeka-
zu sygnatdw miedzykomorkowych i do $mierci komorek. Drugi mechanizm wynika
z bledow podczas rekombinacji mejotycznej indukujgcych apoptoze. Natomiast
»Smier¢ przez samo poswiecenie” zachodzi, wéwczas gdy grupa pierwotnych komo-
rek piciowych zamiera na drodze sterowanego samobdjstwa, poswiecajac sie dla
komérki lepiej odzywionej i majacej wieksze szanse na rozwoj (3).

Apoptoze w oocytach owulowanych lub dojrzewajacych In vitro stwierdzono
m.in. u ludzi (3,21,22) i bydta (23,24) oraz u myszy (22,25,26). Wykazano, ze cze-
sto$¢ wystepowania zmian apoptotycznych w oocytach niedojrzatych jest stosunko-
wo niska, bowiem u byda wynosi 7%. W oocytach dojrzatych zmiany te dotyczg juz
23% komorek (24). Ponadto, z cala pewnoscia stwierdzono, ze czesto$¢ apoptozy
w oocytach wzrasta wraz z wiekiem samicy. Dotychczas zalezno$¢ te zaobserwowa-
no u ludzi (27) oraz myszy (26,28). Wykazano indukujacy wptyw suboptymalnych
warunkéw dojrzewania oocytdw in vitro na czesto$¢ wystepowania apoptozy m.in.
u ludzi (29), bydta (20) i myszy (28). jednakze wyniki uzyskiwane przy zastosowaniu
znanych metod detekcji apoptozy (np. TUNEL, przemieszczenie fosfatydyloseryny)
nie sa jednoznaczne m.in., dlatego ze omawiane techniki moga generowaé tzw.
fatszywe wyniki pozytywne. Nie zawsze stwierdza sie bowiem zwigzek pomiedzy
wynikami uzyskanymi po zastosowaniu tych metod a wystepowaniem zmian morfo-
logicznych, charakterystycznych dla apoptozy (22,30). Sugeruje sig, ze szlaki akty-
wacji oraz przebieg apoptozy moga by¢ na tyle zréznicowane, iz kompleksowa ana-
liza tego zjawiska w oocytach powinna obejmowacé rozne techniki (21).

Proces apoptozy badany jest rowniez na poziomie transkrypcji lub translacji po-
przez analize ekspresji genéw. Dotyczy to gtéwnie gendw kodujgcych czynniki pro-
lub antyapoptotyczne z rodziny Bcl-2. W oocytach myszy stwierdzono obecno$¢
transkryptow gendw Bax i Bcl-2 (31). W badaniach Yang i wsp. (1) stwierdzono, ze
oocyty bydlece charakteryzujace sie nieprawidtowa morfologig przed dojrzewaniem
in vitro czesciej wykazywaly zmiany apoptotyczne oraz podwyzszony poziom biatka
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Bax. Natomiast wsrdd oocytow o prawidtowej morfologii rzadziej obserwowano
apoptoze i w przeciwienstwie do poprzedniej grupy wyzszy poziom biatka Bcl-2 (1).

Wiadomo, ze przez caly okres wzrostu i dojrzewania oocyty pozostajg w Scistym
zwigzku z komorkami pecherzykowymi za posrednictwem tzw. ztgczy szczelino-
wych. Na podstawie otrzymanych wynikéw Yang i wsp. (1) donoszg, ze oocyty by-
dlece pozbawione kilku zwartych warstw komorek wzgérka jajonosnego, w pdzniej-
szych etapach rozwoju zarodkowego po zaptodnieniu in vitro znacznie czesciej wy-
kazujg zmiany apoptotyczne (np. fragmentacje cytoplazmy). jednak w innych bada-
niach nie stwierdzono bezposredniego zwigzku pomiedzy morfologig komorek ziar-
nistych i $ciany pecherzyka a jako$cig oocytu (32). Autorzy wskazuja, ze w pecherzy-
kach jajnikowych zwykle wystepuje pewna liczba komorek ze zmianami apoptotycz-
nymi, przy czym sygnal apoptotyczny przekazywany jest z komorek pecherzyko-
wych do oocytu dopiero po przekroczeniu pewnego krytycznego poziomu.

5. Apoptoza w zarodkach

w okresie przedimplantacyjnym zarodki cechuje stosunkowo wysoka czesto$é
zamierania jeszcze przed osiggnieciem stadium blastocysty. Pomimo ze apoptoza
zachodzi naturalnie w warunkach in vivo, jako$¢ blastocyst uzyskanych in vitro jest
zdecydowanie nizsza (10). Blastomery ze zmianami apoptotycznymi obserwowano
zaréwno w zarodkach prawidtowych jak i zahamowanych w rozwoju (30). Na pod-
stawie uzyskanych wynikéw w licznie przeprowadzonych badaniach dowodzi sie, ze
warunki hodowli zarodkéw in vitro wptywaja na podwyzszong czestos¢ apoptozy
(33). jednakze nadal z catg pewnos$cig nie mozna stwierdzi¢ jaka jest rola apoptozy
w rozwoju zarodkowym i czy zaobserwowane zjawisko jest przede wszystkim odpo-
wiedzig zarodka na odmienne $rodowisko rozwoju.

Do identyfikacji blastomeréw apoptotycznych w przedimplantacyjnych zarod-
kach ssakow najczesciej stosuje sie metode TUNEL. Komorki takie stwierdzono
w 70-80% blastocyst ludzkich (6) i mysich (16) oraz w prawie wszystkich blastocy-
stach bydlecych (34,35). Przeanalizowano takze zarodki we wczesniejszych stadiach
rozwoju. U bydta, Matwee i wsp. (24) stwierdzili apoptotyczne blastomery w przy-
padku ok. 5% zarodkdéw 8-16-blastomerowych i 79% morul. Natomiast w zarodkach
we wczesniejszych stadiach (od zygoty do siedmiu blastomeréw) nie obserwowano
zmian apoptotycznych, co $wiadczy o zalezno$ci apoptozy od stadium zarodka, jed-
nakze, podobnie jak w przypadku oocytow, metodyka uzyta do detekcji apoptozy
w zarodkach ma istotny wplyw na interpretacje wynikéw. Stwierdzono bowiem, ze
w zarodkach bydlecych fragmentacja cytoplazmy nie zawsze znajduje potwierdze-
nie w badaniu fragmentacji DNA metodg TUNEL i tylko zarodki pozytywne pod
wzgledem obu cech mozna uzna¢ za apoptotyczne (30).

Apoptoza jest zjawiskiem naturalnie wystepujagcym w zarodkach, jednak w sub-
optymalnych warunkach in vitro obserwuje sie to zjawisko znacznie czesciej (33).
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W badaniach wykazano, ze skiad i rodzaj pozywki hodowlanej w istotny sposob
wplywajg na jakos¢ zarodkdw. Stwierdzono, ze obecno$¢ w poditozu czynnikéw
wzrostu np. IGF 1, IGF 2, insuliny i hormonu wzrostu, znaczaco podwyzsza procent
uzyskiwanych blastocyst oraz catkowitg liczbe blastomeréw w zarodku (23,36-39).

Prawdopodobnie celem apoptozy jest takze eliminacja komoérek z nieprawid-
fowosciami chromosomowymi lub blastomerdéw wezta zarodkowego blastocysty na-
dal zachowujacych zdolnos$¢ przeksztatcania sie w komorki trofoblastu. Obydwa te
zjawiska mogg ogranicza¢ prawidtowy rozwdj zarodka (6). Elastomery ze zmianami
apoptotycznymi obserwowano w wiekszosci (93%) blastocyst bydlecych pochodza-
cych z hodowli in vitro. Komdrki takie obecne byly w obrebie catej blastocysty ze
znaczng przewaga w wezle zarodkowym, a ich liczba wzrastata wraz z czasem ho-
dowli (35). Potwierdza to znaczenie apoptozy w eliminacji nieprawidtowych gene-
tycznie blastomeréw wezta zarodkowego, ktére mogtyby daé poczatek zarodkom
0 obnizonym potencjale rozwojowym. Ponadto, Liu i wsp. (40) w swoich badaniach
wykazali wptyw ploidalnosci zarodka na czesto$¢ zachodzenia apoptozy. W mysich
zarodkach partenogenetycznych o haploidalnej liczbie chromosoméw znacznie czes-
ciej obserwowano blastomery apoptotyczne niz w zarodkach diploidalnych. W ba-
daniach tych udowodniono réwniez, ze obecnos¢ genomu ojcowskiego nie jest ko-
nieczna do aktywacji procesu apoptozy.

Apoptoze stwierdzono w zarodkach pozyskanych zardéwno in vivo jak i in vitro,
jednak w kazdych warunkach proces ten ma nieco odmienny przebieg. Réznice do-
tyczg momentu zachodzenia procesu degradacji DNA oraz fragmentacji jadra pod-
czas rozwoju przedimplantacyjnego. Zjawiska te obserwuje sie we wczesniejszych
stadiach rozwojowych zarodkdéw hodowanych in vitro w poréwnaniu z warunkami in
vivo. Proces degradacji DNA in vitro wystepuje od stadium 3-8-blastomerow, nato-
miast in vivo od stadium moruli. Fragmentacja jadra jest obserwowana in vitro od
stadium 9-16-blastomeréw, a/n wVWo - podobnie jak poprzednio - od stadium mo-
ruli (30). Autorzy konkluduja, ze opisane réznice sa prawdopodobnie wynikiem ak-
tywacji genomu zarodkowego u bydia w stadium 8-16-blastomeréw. Suboptymalne
warunki in vitro modyfikujg proces ekspresji genéw hamujacych apoptoze, przez co
jest on uaktywniany wczesniej. Nalezy jednak podkresli¢, ze wyniki réznych grup
badawczych nie sg jednoznaczne. Gjorret i wsp. (30) wykazali aktywnos$¢ apopto-
tyczng w zarodkach bydfa juz w stadium 3-8-blastomeréw, podczas gdy Matwee
[ wsp. (24) oraz Byrne i wsp. (34) dopiero w stadium 8-16-blastomeréw. Nasuwa sie
zatem wniosek, podobny jak w przypadku badan oocytdw, ze kompleksowa analiza
procesu apoptozy w zarodkach powinna obejmowac kilka technik detekcji. Ponad-
to sugeruje sie, ze we wczesnych stadiach rozwoju zarodkowego (do stadium
8-16-blastomeréw) pomimo uruchomienia procesu apoptozy, szlaki apoptotyczne
sg prawdopodobnie blokowane, a proces ten ulega aktywacji dopiero pod wpty-
wem silnego bodzca zewnetrznego jak czynniki chemiczne lub szok termiczny.
Wynika to najprawdopodobniej z nizszej wrazliwosci zarodkdw na bodzce zew-
netrzne (41).
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Badaniami ekspresji wybranych genéw regulujacych proces apoptozy objeto
réwniez zarodki przedimplantacyjne. Transkrypty dla genoéw Bax i Bcl-2 wykryto me-
toda RT-PCR we wszystkich stadiach rozwojowych od zygoty do blastocysty zardw-
no u myszy (28,31) jak i u bydta (11). Réwniez w badaniach immunochemicznych po-
twierdzono obecno$é biatek tych genéw w zarodkach bydta (1,11). Na podstawie
wynikéw z licznie przeprowadzonych badan potwierdzono teorie, ze proporcja po-
miedzy poziomem ekspresji gendw Bax i Bcl-2 moze by¢ markerem determinujgcym
przezywalno$¢ zarodkéw (1,31,42). W badaniach zarodkéw cztowieka powigzano
poziom biatek Bax i Bcl-2 z ich morfologig, stwierdzajgc wyzszy poziom biatka Bcl-2
w zarodkach prawidtowych, a przewage biatka Bax w pofragmentowanych (42). Po-
dobne rezultaty uzyskano w przypadku zarodkéw bydlecych (1). W wyniku analizy
ekspresji gendw kodujgcych kaspazy wykazano zmienno$¢ w obecnos$ci poszczegol-
nych kaspaz w zarodkach bydlecych (31). Niektore z nich (np. kaspaze 12) wykryto
we wszystkich badanych stadiach (od zygoty do blastocysty), natomiast innych (np.
kaspazy 11) nie wykryto w zadnej badanej prébie. Jednakze pomimo tego zréznico-
wania, potwierdzono ich podstawowe funkcje w procesie apoptozy w zarodkach
przedimplantacyjnych (5,11,43). Wykazano istotny zwigzek pomiedzy aktywnoscig
kaspaz a fragmentacja jadra komdrkowego (11). Stwierdzono réwniez jednoczesng
aktywacje kaspaz, ekspresje genu Bad i zainicjowanie apoptozy (11). Nie we wszyst-
kich doniesieniach potwierdza sie jednak te wyniki. Martinez i wsp. (44) nie wykaza-
li zwigzku aktywnos$ci kaspaz ani z procesem apoptozy, ani z fragmentacjg blasto-
meréw w ludzkich zarodkach przedimplantacyjnych. Po zastosowaniu uniwersalne-
go inhibitora kaspaz sprzezonego z FITC, aktywnos¢ tej grupy enzymdw stwierdzono
we wszystkich stadiach rozwojowych zarodkéw, jednakze nie powiazano jej z mor-
fologig pofragmentowanych blastomeréw. Na podstawie tych wynikow zasugerowa-
no, ze kaspazy moga by¢ pobudzane réwniez poprzez mechanizmy nie powigzane
z apoptozg, przez co mogg miec nie tylko funkcje formatywna, ale tez destrukcyjna.

6. Podsumowanie

Obecnie, zaréwno w medycynie jak i w hodowli zwierzat duze znacznie ma jako$¢
zarodkow uzyskiwanych w warunkach in vitro. Czesto$¢ wystepowania apoptozy sta-
nowi wazny marker potencjatu rozwojowego zarodkéw. Wykazano, ze uruchomienie
procesu apoptozy jest cechg specyficzng dla stadium rozwojowego zarodka. Stwier-
dzono tez, ze zachodzi on zaréwno w warunkach in Wvo jak i in Wtro, jednak jego cze-
sto$¢ in vitro jest znacznie wieksza. Istniejg hipotezy wyjasniajgce to zjawisko i nie-
watpliwie celem wielu prowadzonych aktualnie badan jest takie zoptymalizowanie
warunkow hodowli in vitro, aby ograniczy¢ proces degeneracji blastomerow.

Istotnym problemem oceny apoptozy sg niedoskonatosci stosowanych technik
detekcji. Stosunkowo czesto obserwuje sie tzw. fatszywe wyniki pozytywne, bedgce
podstawa nieprawidtowych wnioskéw. Dotyczy to zaréwno badan oocytéw jak i za-
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rodkdw. Dlatego tez pomimo zaawansowania badan, nadal istnieje szereg nie wyjas-
nionych dotad zagadnien, a cze$¢ uzyskanych dotychczas wynikéw wymaga weryfi-
kaciji.

Praca finansowana ze S$rodkéw KBN w latach 2003-2005 jako projekt badawczy zamawiany

nr PBZ/KBN 084/P06/2002.
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