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S u tn m a r y

The commonly used source of nuclear recipient cells in the somatic cell 
cloning of pigs are in wVo-matured (ovulated) or in v;tro-matured oocytes, revers
ibly blocked at the second metaphase (Mil) stage. One of the most important 
factors that significantly affect the developmental competences of porcine 
cloned embryos is the artificial activation of oocytes reconstructed with somatic 
cell nuclei. The ability of an artificial stimulus to activate Mll-stage oocytes and 
to initiate embryo development is essential for successful! cloning by somatic 
cell nuclear transfer. This ability is especially important for species such as the 
pig where relatively little is known about early embryonic development and 
where in vitro handling procedures have not been optimized. An optimal time 
frame to activate gilt or sow oocytes may depend on both the time required for 
completion of nuclear-cytoplasmic maturation and the time by which aging pro
cess of mature oocytes starts. Cytoplasmic maturation is likely to include 
changes in the properties, size, and density of cytoplasmic Ca2+ release chan
nels necessary for the oocyte to elicit an increase in intracellular Ca2+ concen
tration in response to the activating stimuli and subsequent development. Acti
vation of oocytes, which has been induced either during fertilization or by artifi
cial agents during the cloning procedure, evokes the cytosolic calcium concen
tration (|Ca2+y oscillations or single [Ca^^-]^ transients. Despite the uncertainty 
of how the initial rises in [Ca^-^k are prompted, it is widely accepted that physi
ological or artificial activation stimulates the phosphoinositide pathway, with
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the generation of myo-inositol-1,4,5-tr/sphosphate (lnsP3) by the enzymatic action of phospholipase C 
(PLC), and the subsequent release of calcium cations from endoplasmic reticulum. Further investigation 
into the role of PLC isoforms as the triggers of [Ca^+jc increases has led to the recent identification of a 
sperm-specific PLC (PLC-^) as the putative sperm-derived oocyte activating factor. It is known that 
lnsP3-mediated calcium signaling pathway is responsible for downregulation of maturation-promoting 
factor (MPF), which contributes to such events during oocyte activation as resumption and termination 
of meiosis, extrusion of the second polar body, proniiclear formation, transition from meiotic to mitotic 
control of cell cycle and initiation of embryonic cleavage.
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1. Wstęp

Podstawowym celem pracy było dokonanie szczegółowego przeglądu literatury 
(z uwzględnieniem badań własnych) z zakresu biochemicznych, molekularnych 
i biofizycznych uwarunkowań procesu aktywacji oocytów świni. W pracy scharakte
ryzowane zostały dokładnie poszczególne etapy aktywacji oocytów w warunkach fi
zjologicznych (w procesie zapłodnienia) lub w warunkach embriologii eksperymen
talnej (w klonowaniu somatycznym). Istotna część pracy poświęcona została okreś
leniu wpływu dojrzewania mejotycznego na aktywację oocytów oraz wykazaniu 
ścisłych zależności pomiędzy tymi dwoma procesami. Wyszczególnione zostały 
również mechanizmy i czynniki regulatorowe procesów dojrzewania jądrowo-cyto- 
plazmatycznego oraz aktywacji oocytów. Ponadto, zwrócona została uwaga na zna
czenie różnic i podobieństw w profilu przyrostu stężenia jonów wapnia w oopla- 
zmie, jakie występują pomiędzy naturalną aktywacją oocytów świni, a sztuczną ak
tywacją zrekonstruowanych oocytów w klonowaniu somatycznym z wykorzysta
niem rozmaitych czynników aktywujących (fizycznych lub chemicznych). Dlatego 
też uwzględnione zostały bieżące opinie na temat optymalnej metody (optymalnych 
metod) sztucznej aktywacji oocytów w klonowaniu świń. Nie bez znaczenia pozo
staje także wyodrębnienie zasadniczych różnic w procesach dojrzewania i aktywacji 
pomiędzy oocytami owulowanymi a oocytami poddanymi hodowli in vitro.
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2. Molekularne podłoże strukturalno-funkcjonalnych zmian 
zachodzących podczas dojrzewania mejotycznego i aktywacji 
oocytów-biorców jąder komórek somatycznych w klonowaniu świń

Biocheniiczne, molekularne i biofizyczne uwarunkowania dojrzewania i aktywacji oocytów świni

2.1. Czynniki warunkujące proces dojrzewania mejotycznego oocytów w wa
runkach wewnątrz- i pozaustrojowych

W procedurze klonowania somatycznego świń powszechnie wykorzystywane 
źródło biorców egzogennych jąder komórkowych stanowią dojrzałe in vivo oocyty. 
Są one pozyskiwane z jajowodów stymulowanych hormonalnie samic-dawczyń (1,2). 
Kolejnym źródłem komórek-biorców są oocyty pozyskiwane poubojowo z jajników 
loch lub loszek. Takie oocyty osiągają dojrzałość mejotyczną (jądrową) i cytopla- 
zmatyczną, a także epigenomową w warunkach in vitro (3,4). Charakterystyczną 
cechą dojrzałych oocytów jest przejściowe zatrzymanie się cyklu komórkowego 
w metafazie drugiego podziału mejotycznego (MII).

Morfologiczna i biochemiczna kondycja zarodków klonalnych świni, a w konse
kwencji ich zdolności rozwojowe, w znacznym stopniu uwarunkowane są dobrą ja
kością oocytów wykorzystanych w procedurze klonowania, charakteryzującą się 
pełną synchronizacją dojrzałości jądrowej, cytoplazmatycznej i epigenomowej (2,3,5). 
Osiągnięcie stanu dojrzałości epigenomowej jest związane z uzyskaniem przez 
oocyt właściwego stopnia zaawansowania epigenetycznych modyfikacji kowalencyj
nych DNA genomowego oraz białek histonowych rdzenia nukleosomowego chroma- 
tyny jądrowej. Modyfikacje te obejmują, odpowiednio metylację/demetylację reszt 
cytozyny DNA oraz deacetylację/acetylację reszt lizyny i argininy histonów H3 i H4. 
Epigenetyczne przemodelowanie konfiguracji przestrzennej oraz przeprogramowa
nie aktywności transkrypcyjnej chromatyny jądrowej dojrzałych mejotycznie oocy
tów jest również ściśle skoordynowane z zakończeniem procesów regulujących zja
wisko rodzicielskiego piętna genomowego (tj. matczynego imprintingu gametycz- 
nego). Optymalny wzorzec dojrzałości jądrowo-cytoplazmatyczno-epigenomowej 
jest obserwowany w owulowanych oocytach, które osiągnęły kompetencję mejo
tyczną w pęcherzykach jajnikowych samic-dawczyń. jednakże ze względów ekono
micznych częściej wykorzystywanym źródłem komórek-biorców są oocyty pozyski
wane do dojrzewania in vitro z jajników loszek i loch rzeźnych. Stosowane dotych
czas metody pozaustrojowej hodowli niedojrzałych oocytów świni nie pozwalają na 
uzyskiwanie w pełni satysfakcjonującego odsetka oocytów wykazujących skoordy
nowaną dojrzałość jądrowo-cytoplazmatyczną (6,7). Poprawę efektywności dojrze
wania mejotycznego in vitro osiągnięto po zastosowaniu dwustopniowych syste
mów hodowli oocytów (8,9). Pierwszy etap hodowli in vitro obejmuje inkubację nie
dojrzałych oocytów w pożywce uzupełnionej liofilizowanymi hormonami oraz od
powiednimi czynnikami odwracalnie blokującymi cykl mejotyczny w stadium diktio- 
tenu, tj. dyfuzyjnego diplotenu profazy podziału redukcyjnego, czyli w stadium pę
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cherzyka zarodkowego (GV, ang. Germinal Vesicle). Stosunkowo często stosowanymi 
suplementami hormonalnymi są: mieszanina gonadotropiny kosmówkowej wyeks
trahowanej z surowicy krwi źrebnych klaczy (eCG/PMSG) i ludzkiej gonadotropiny 
kosmówkowej (hCG), wyizolowanej z moczu ciężarnych kobiet lub ludzka gonado- 
tropina menopauzalna (hMG), uzyskana z moczu kobiet w okresie klimakterium. Do 
powszechnie wykorzystywanych syntetycznych analogów endogennych związków 
hamujących 1. podział mejotyczny oocytów należą: 1) inhibitory procesu rozpadu 
otoczki jądrowej pęcherzyka zarodkowego takie Jak cykliczny dibutyryloadenozy- 
nomonofosforan (dwumaślan cAMP/db-cAMP) (5,10), Jak również 2) specyficzne (se
lektywne) supresory aktywności kinaz cyklino-zależnych (CDKs) takie Jak: izoste- 
ryczne inhibitory kompetycyjne serynowo-treoninowej kinazy białkowej 
np. enancjomery R lub S roskowityny (11-13) oraz butyrylolakton 1 (12,14,15). Inny
mi, stosunkowo często stosowanymi związkami biochemicznymi z klasy ektopo- 
wych antagonistów procesu wznowienia podziału mejotycznego są: 3) odwracalne 
represory syntezy białek (translacji), zapobiegające resyntezie cykliny B, podjed- 
nostki regulatorowej czynnika dojrzewania mejotycznego (MPF), takie Jak cyklohek- 
simid (CHX1V1) (14,16), a także 4) niespecyficzne supresory aktywności kinaz z rodzi
ny CDK takie Jak: inhibitor kompetycyjny (izosteryczny) kinazy białkowej czynnika 
MPF oraz kinazy aktywowanej przez mitogeny (MAPK), np. 6-dimetyloaminopuryna 
(6-DMAP) (12), lub 5) selektywne inhibitory izoenzymów 3. rodziny 111. typu fosfo- 
diesteraz cyklicznych nukleotydów (PDE-3), odpowiedzialnych za inaktywację cy
klicznego 3’,5’-adenozynomonofosforanu (cAMP) na drodze Jego hydrolitycznego 
rozkładu do 5’-adenozynomonofosforanu (5’-AMP), np. milrinon (15). Procedura in
dukowanego wydłużania okresu blokowania podziału redukcyjnego oocytów w sta
dium diktiotenu pozwala na przyśpieszenie tempa synchronizacji dojrzewania me
jotycznego ex vivo w heterogennej populacji oocytów 1. rzędu, pozyskanych z pęche
rzyków jajnikowych loszek lub loch rzeźnych.

Drugi etap hodowli in vitro oocytów obejmuje ich inkubację w pożywce pozba
wionej hormonów oraz egzogennych blokerów cyklu mejotycznego w stadium GV. 
Taka strategia sekwencyjnej hodowli umożliwia lepszą koordynację nabywania 
kompetencji mejotycznej przez oocyty, czyli zdolności do wznowienia i ukończenia 
mejozy. Efektem tego Jest z kolei zmniejszenie stopnia asynchronii między doj
rzałością Jądrową, epigenomową i cytoplazmatyczną oocytów, których cykl komór
kowy osiągnął stadium Mil (2,4).

Rozpoczęcie dojrzewania mejotycznego wywołane Jest wzrostem aktywności czyn
nika MPF, inicjującego fazę podziałową cyklu komórkowego. Czynnik ten należy do 
rodziny kinaz cyklino-zależnych (CDK) i Jest heterodimerem złożonym z podjednost- 
ki katalitycznej, serynowo-treoninowej kinazy białkowej CDKl (homologicznej z ki- 
nazą wyizolowaną z komórek drożdży Saccharomyces cerevisiae oraz Schizosaccharomyces 
pombe cdc2/CDC28) o masie cząsteczkowej 34 kDa, oraz z podjednostki regulacyjnej, 
cykliny B o masie molekularnej 56 kDa (17,18). Aktywny kompleks MPF 
(p34‘^‘^‘^2/p56‘^^‘^^^) powoduje podwyższenie poziomu fosforylacji wielu białek pod

62 PRACE PRZEGLĄDOWE



Biochemiczne, molekularne i biofizyczne uwarunkowania dojrzewania i aktywacji oocytów świni

czas przejścia z fazy G2 do M podziału mitotycznego komórek somatycznych oraz 
podczas wznowienia, zahamowanego w stadium diktiotenu, podziału mejotycznego 
oocytów. Dlatego też bezpośrednio lub pośrednio zapoczątkowuje, podstawowe dla 
cyklu komórkowego oocytu procesy, m.in. rozpad otoczki jądrowej/pęcherzyka za
rodkowego (NEBD/GVBD), dyspersja komponentu włóknistego i ziarnistego jąderka 
w wyniku nukłeololizy, utworzenie wrzeciona kariokinetycznego oraz kondensacja 
chromatyny. Do wielu substratów, na które oddziałuje heterodimeryczny kompleks 
białkowy kinazy p34‘^^^^ z cykliną B, należą m.in. histon HI (którego ufosforylowana 
forma prawdopodobnie wymagana jest do kondensacji chromatyny), laminy (uczest
niczące w biodestrukcji otoczki jądrowej), a także nukleolina (białko C23 potencjal
nie zaangażowane w rozproszenie/rozmontowanie struktury jąderka) (19,20).

2.2. Procesy determinujące stan dojrzałości mejotycznej oocytów

Oocyty MII świni i innych gatunków ssaków z wyjątkiem myszy są komórkami 
acentriolarnymi, tzn. takimi, które w czasie dojrzewania mejotycznego utraciły cen- 
triole w wyniku ich ubikwitynizacji i proteasomowej degradacji w stadium anafazy I. 
Oocyty, które osiągnęły stan dojrzałości jądrowo-cytoplazmatycznej, zachowują jed
nak centra organizujące mikrotubule (MTOCs, ang. Microtubule Organizing Centres) 
w postaci niezduplikowanych w interkinezie mejotycznej centrosomów o acentrio- 
larnej konformacji astrosfery. W pozbawionej fizjologicznie centriol cytoplazmie 
dojrzałych in vivo lub in vitro oocytów świni, pod wpływem bardzo wysokiej koncen
tracji MPF i Stabilizującego go czynnika cytostatycznego (CSF, ang. Cytostatic Factor) 
nie występuje otoczka jądrowa, a żeńska chromatyna utrzymywana jest w postaci sil
nie skondensowanych chromosomów matecznych, ułożonych w biegunowo zlokali
zowanej płytce metafazowej acentriolarnego wrzeciona II. podziału mejotycznego 
(21,22). W oocytach MII świni przestrzenną orientację biegunowego wrzeciona ka
riokinetycznego w cytoplazmie determinuje miejsce wyrzucenia I. ciałka kierunko
wego (I. ck) do przestrzeni okołożółtkowej. Płaszczyzna pozioma przebiegająca .sy
metrycznie do długiej osi płytki metafazowej oocytu skierowana jest prostopadle do 
wycinka powierzchni oolemmy, do którego bezpośrednio przylega 1. ck. Wrzecio
no II. podziału mejotycznego znajduje się zatem tuż pod powierzchnią oolemmy 
w tzw. podbłonowej strefie warstwy kortykalnej oocytu świni. Kąt nachylenia I. ck 
w stosunku do płaszczyzny płytki metafazowej nie ulega zmianie przez około 3 go
dziny od momentu ukończenia procesu tzw. poronnej (szczątkowej) cytokinezy bie
gunowej, której efektem jest odcięcie ck od oolemmy (23,24). W sytuacji fizjologicz
nej (zapłodnienie monospermiczne), czynnikiem, który odblokowuje nietrwale zaha
mowany w metafazie II. podział mejotyczny oocytu jest plemnik. Wnikając do oopla- 
zmy, wprowadza on tam własne organelle komórkowe: jądro komórkowe, niezdupli- 
kowany centrosom pochodzenia ojcowskiego składający się z dwóch centriol sio
strzanych (proksymalnej i dystalnej), oraz spiralę mitochondrialną (25,26).
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2.3. Molekularny scenariusz zmian biochemicznych i ultrastrukturalnych za
chodzących w zrekonstruowanych oocytach MII przed sztuczną aktywacją

W procedurze klonowania, źródłem dawców jąder komórkowych, a także innych 
organelli takich jak mitochondria lub centrosomy są najczęściej hodowane in vitro 
komórki somatyczne, których cykl mitotyczny został sztucznie zsynchronizowany 
w fazach GO/Gl lub G2/M. Organelle komórek somatycznych są wprowadzane do 
środowiska cytoplazmatycznego enukleowanego oocytu, tj. ooplastu (cytoplastu), 
podczas zabiegu jego rekonstrukcji, czyli zastąpienia jego własnego genomu przez 
DNA genomowy i mitochondrialny komórek-dawców jąder. Rekonstrukcja enukle
owanego oocytu, czyli utworzenie klonalnej hybrydy jądrowo-cytoplazmatycznej, 
określanej także cybrydową zygotą klonalną lub rekonstytuowaną cybrydą klonalną 
może przebiegać albo na drodze niechirurgicznej, tzn. przy wykorzystaniu metody 
elektrofuzji kompleksów ooplast-komórka somatyczna, albo coraz częściej - na 
drodze mikrochirurgicznej, tzn. docytoplazmatycznej mikroiniekcji karioplastów 
lub całych komórek somatycznych (rys. 1). W przypadku komórek w fazach GO/Gl 
mitozy, do ooplastów w stadium Mil mejozy przenoszony jest genom jądrowy zło
żony z diploidalnej liczby chromosomów (2n) oraz z diploidalnej (niezreplikowanej) 
liczby cząsteczek DNA (2C) wraz z niezreplikowanymi mitochondriami i centroso- 
mami o dicentriolarnej konfiguracji astrosfery. Natomiast w przypadku komórek 
w fazach G2/M mitozy, do cytoplastów MII przenoszone są: genom jądrowy charak
teryzujący się diploidalną liczbą chromosomów (2n) oraz tetraploidalną (zrepliko- 
waną) liczbą chromatyd/cząsteczek DNA (4C), a także zduplikowane mitochondria 
i diplosomy. Te ostatnie złożone są z dwóch siostrzanych centrosomów o tetracen- 
riołarnej strukturze przestrzennej astrosfery. W pozbawionej centriol ooplazmie 
zrekonstytuowanych oocytów MII świni, interfazowe jądra oraz dicentriolarne cen
trosomy lub tetracentriołarne diplosomy komórek somatycznych podlegają regula
cyjnemu oddziaływaniu czynników białkowych kontrolujących przebieg cyklu mejo- 
tycznego (25,27). Do grupy najważniejszych białek ooplazmatycznych, które mają 
wpływ na strukturalne przemodelowanie chromatyny oraz centrów organizujących 
cytoszkielet mikrotubularny komórek-dawców jąder (MTOCs) należą: czynnik doj
rzewania mejotycznego oocytów (MPF), posiadający aktywność kinazy histonu HI 
oraz czynnik cytostatyczny (CSF), którego aktywność jest uwarunkowana przez ka
skadę enzymatyczną kinaz białkowych: lub p74'^^^/MEK/MAPK/p33^^'^^ lub
p90''^’^, aktywowanych za pośrednictwem mitogenów (C-MAPKs, ang. Cascade of Mi
togen-Activated Protein Kinases) (28,29).

64 PRACE PRZEGLĄDOWE



Biochemiczne, molekularne i biofizyczne uwarunkowania dojrzewania i aktywacji oocytów świni

2.4. Molekularny scenariusz zmian biochemicznych i ultrastrukturalnych za
chodzących w zrekonstruowanych oocytach MII po sztucznej aktywacji

Wznowienie cytofizjologicznie zablokowanej mejozy zrekonstruowanego oocy- 
tu MII uzyskuje się przez zastosowanie odpowiedniej procedury sztucznej aktywacji 
(fizycznej, chemicznej lub fizykochemicznej) (rys, 1).

Aktywacja oocytów, zarówno naturalna, spowodowana penetracją plemnika, jak 
i sztuczna, wywołana działaniem różnych bodźców fizykochemicznych, powoduje 
szybki spadek aktywności MPF oraz stopniowe obniżenie aktywności CSF. Umożli
wia to następującą sekwencję zdarzeń: 1) rozejście się chromosomów potomnych 
(tj. chromatyd siostrzanych) do przeciwległych biegunów wrzeciona kariokinetycz- 
nego; 2) wyrzucenie II. ciałka kierunkowego w następstwie tzw. poronnej cytokine-

Dawcy komórek 
somatycznych

Dojrzałe in vitro lub in vivo oocyty- 
biorcy jąder komórek somatycznych

Oocyt MII

Enukleacja

Iniekcja komórki do 
przestrzeni okołożółtkowej

Elektrofuzja

Sztuczna aktywacja

Populacja konfluentnych komórek 
somatycznych

Selekcja nieapoptotycznej komórki 
rekonstrukcja enukleowanego oocytu

Doooplazmatyczna iniekcja karioplastu 
lub całej komórki somatycznej

Zrekonstruowany oocyt

Hodowla in vitro

Blastocysta klonalna

Rys. 1. Schemat klonowania somatycznego świń metodą transplantacji jąder komórkowych. Sztucz
na aktywacja oocytów zrekonstruowanych z jąder komórek somatycznych (tj. klonalnych hybryd jądro- 
wo-cytoplazmatycznych) stanowi trzeci etap procedury klonowania.
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zy biegunowej: 3a) podział gametogenicznego diplosomu złożonego z dwóch cen- 
triol ojcowskich oraz z matczynego materiału acentriolarnego, czyli eliminację acen- 
triołarnej astrosfery pochodzenia oocytarnego łub 3b) podział tetracentrioiarnego 
diplosomu somatogenicznego, czyli redukcję liczby centrosomów somatycznych 
z dwóch dicentriolarnych struktur do jednej dwucentriolarnej astrosfery. W kolej
nych etapach mają miejsce: 4) dekondensacja chromatyny oraz intensywna nukłe- 
ołogeneza (biogeneza jąderka) w tełofazie i odtworzenie otoczki jądrowej, a w efek
cie uformowanie jądra interfazowego (w przypadku zapłodnienia jest to utworzenie 
dwóch przedjądrzy zygoty: męskiego i żeńskiego) oraz 5) duplikacja centrosomu 
(biogeneza diplosomu) w okresie między późnym stadium G1 a inicjacją fazy S, 
a także 6) autoreplikacja genomu mitochondrialnego i proliferacja mitochondriów 
w stadium G2 interfazy (30,31)- Pierwotnie zdekondensowana chromatyna jądrowa 
komórki somatycznej w stadium GO/Gl lub rzadziej G2 mitozy ulega zatem w oopla- 
zmie zrekonstruowanego oocytu Mil, o wysokiej koncentracji aktywnego czynnika 
MPF, gwałtownej rearanżacji w pseudomejotyczną płytkę metafazową w procesie 
przedwczesnej spiralizacji i kondensacji chromosomów (PCS oraz PCC, ang. Prema
ture Chromosome SpiralizationjCondensation). Następnie po egzogennej aktywacji zre- 
konstytuowanego oocytu zespół przedwcześnie skondensowanych chromosomów 
pochodzenia somatycznego przybiera w wyniku redespiralizacji i dekondensacji de 
novo postać sferycznego pęcherzyka ograniczonego odtworzoną otoczką jądrową, 
a jego morfologia nie zmienia się istotnie aż do pierwszego podziału bruzdkowania, 
prócz tego, że jego objętość ulega zwiększeniu (NS, ang. Nuclear Swelling). We
wnątrz przemodelowanego w środowisku cytopłazmatycznym oocytu jądra komór
ki somatycznej mają jednak miejsce zmiany biochemiczne, polegające na syntezie 
(autoreplikacji) DNA. Jednym ze zjawisk zachodzących po aktywacji zrekonstruowa
nego oocytu, które są odpowiedzialne za przemiany strukturalno-funkcjonalne 
chromatyny jądrowej jest spadek aktywności czynnika cytostatycznego (25,32).

3. Biochemiczne, molekularne i biofizyczne uzależnienie fizjologicznej 
i sztucznej aktywacji oocytów świni od mechanizmu 
wewnątrzkomórkowego przekażnictwa sygnału wapniowego

3.1. Podstawowe elementy funkcjonalne szlaku transdukcji sygnału akty
wującego oocyt

Czynnikiem decydującym w dużym stopniu o kompetencjach rozwojowych za
rodków klonalnych świni oraz innych gatunków ssaków jest sztuczna aktywacja zre
konstruowanych oocytów (rys. 1). Brak skutecznych metod aktywacji oocytów 
w klonowaniu somatycznym świń dotychczas znacznie ograniczał potencjał rozwo
jowy in vitro klonalnych zarodków, stąd poszukiwania nowych, alternatywnych
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układów doświadczalnych, których istotą było wykorzystanie całkowicie odmien
nych źródeł czynników aktywujących, albo modyfikacja parametrów fizykochemicz
nych procedur stosowanych powszechnie już wcześniej u innych gatunków zwierząt 
gospodarskich. Obecnie trwają intensywne badania nad opracowaniem takich syste
mów sztucznej aktywacji zygot klonalnych świni, których mechanizm oddziaływania 
naśladowałby niemal całkowicie lub przynajmniej w przeważającej części fizjolo
giczny wzorzec przyrostu wewnątrzkomórkowej koncentracji kationów wapnia 
[Ca^+jj, obserwowany podczas zapłodnienia oocytów świni. Do tej pory nie wyja
śniono jednoznacznie, jaki jest molekularny scenariusz sekwencji zdarzeń składa
jących się na proces transdukcji egzogennego sygnału aktywującego, który wyzwala 
uwalnianie się jonów wapnia po wniknięciu plemnika do oocytu Mil świni. Wyniki 
badań przeprowadzonych przez Sun’a i wsp. (33), Funahashi i wsp. (34) oraz Machaty 
i wsp. (35) wskazują, że plemnik spełnia rolę pierwotnego przekaźnika uczest
niczącego w przetwarzaniu informacji 1. rzędu, czyli sygnału aktywującego katabo
lizm fosfolipidów inozytolowych, który jest z kolei odpowiedzialny za mobilizację 
kaskady cyklicznych wahań cytozolowego stężenia kationów wapnia. Dlatego wiąże 
się on z jednej strony ze specyficznym receptorem położonym w warstwie zew
nętrznej oolemmy, ulegającym interakcji z tzw. łącznikowym białkiem Gp/Gq (p, ang. 
phospholipid) określanym także mianem białka stymulatorowego (Gs) dla cyklu reak
cji hydrolitycznego rozkładu glicerofosfolipidów inozytolowych oraz dla syntezy 
wtórnych przekaźników sygnałowych (tzw. informatorów II. rzędu) z grupy cyklicz
nych nukleotydów, w tym cyklicznego 3’,5’-adenozynomonofosforanu (cAMP). 
Białko Gs(p) jest integralnym składnikiem oolemmy sprzęgającym aktywny kompleks 
złożony z pierwszorzędowego czynnika sygnałowego, tj. liganda (agonisty) oraz 
z receptora powierzchniowego oocytu ze specyficznym efektorowym systemem en
zymatycznym fosfodiesteraz oraz cyklaz adenylanowych. Czynnik sygnałowy stano
wią zewnątrzkomórkowa glikoproteina błonowa plemnika z grupy fertilin (dezinte- 
gryn), zestryfikowana/N-acetylowa pochodna amin biogennych, np. lipotropowego 
neurotransmitera - acetylocholina (ACh, ang. Acetylcholine), bądź substancje acety- 
locholino-podobne (analogi ACh). Receptor powierzchniowy oolemmy należy do ro
dziny integryn lub muskarynowych receptorów cholinergicznych mAChR (ang. 
Muscarinic Acetylcholine Receptor) [podtyp M]]. Nie wyklucza się także interakcji plem
nika z transbłonowym receptorem oocytu wykazującym aktywność kinazy tyrozyno- 
wej. Za pośrednictwem konformacyjnie (allosterycznie) zmodyfikowanego białka 
Gp/Gq, wiążącego nukleotyd guaninowy z grupy guanozyno-5’-trifosforanów (GTP, 
ang. Giianosine-5’-Triphosphate) lub kinazy tyrozynowej, funkcjonalnej jednostki re
ceptora przezbłonowego położonej w części cytoplazmatycznej oolemmy, odbywa 
się indukowanie aktywacji izoenzymów efektorowych z podklasy fosfodiesteraz - 
fosfolipazy/fosfoinozytydazy C (PLC, ang. Phospholipase C) typu p oraz y przy udziale 
jonów Ca^'*" (rys. 2) (36-39). Aktywne izoformy fosfolipazy C katalizują hydrolizę 
wiązania fosfodiestrowego łączącego grupę inozytolu-1,4-h;sfosforanu z kwasem 
fosfatydowym w cząsteczce fosfoinozytydu, tj. fosfatydyloinozytolo-4,5-łi/sfosfora-
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nu (PIP2, ang. Phosphatidylinositol 4,5-Bisphosphate) (rys. 3). Przyjmuje się, że zlokali
zowany po wewnętrznej stronie oolemmy glicerofosfolipid inozytolowy PIP2, peł
niący funkcję prekursora wtórnych przekaźników wewnątrzkomórkowych, stanowi 
centralny element skupiający i przetwarzający sygnały aktywujące program rozwo
jowy oocytu, dostarczane przez penetrujący oolemmę plemnik. Odbiór przez cząs
teczki PIP2 pierwotnych informacji sygnałowych, które są przekazywane z białek re
ceptorowych oolemmy pod wpływem bodźca aktywującego (ligandów płemniko- 
wych), jest zatem możliwy przede wszystkim za pośrednictwem białek Gp/Gq 
(38,40,41).

Produktami lipolitycznego rozkładu fosfatydyloinozytolo-4,5-b/sfosforanu są 
dwa wtórne przekaźniki (informatory II. rzędu): myo-inozytoło-1,4,5-fr/sfosforan 
(lnsP3, ang. Myo-lnositol-1,4,5-Trisphosphate) oraz 1,2-diacylogłicerol (DAG, ang. Diacy- 
Iglicewl) (rys. 3) oraz arachidonian, który może ulec konwersji do postaci cząsteczek 
biologicznych efektorów z rodziny prostaglandyn, leukotrienów i tromboksanów. 
Po fosfolizie PIP2 hydrofilny, wtórny transmiter tego szlaku sygnałowego InsP3 jest 
uwalniany do ooplazmy, a hydrofobowy DAG pozostaje w obrębie oolemmy. Gwał
towny wzrost poziomu InsP3, będącego agonistą specyficznych receptorów odpo
wiedzialnych za otwieranie kanałów uwalniania wapnia, indukuje kaskadę wyrzu
tów jonów Ca^+ z depozytów wewnątrzkomórkowych, zlokalizowanych w retiku- 
lum endoplazmatycznym gładkim (agranularnym; ERgg) oocytu (42,43). Wykazano, 
źe receptory lnsP3-zaleźnych kanałów wapniowych rodziny l/typu I (lnsP3R-l, ang. 
Myo-lnositol-l,4,5-Trisphosphate Receptor Type I) są dominującą izoformą białek akcep
torowych specyficznych dla 1,4,5-tr/sfosforanu myo-inozytolu (rys. 3), ulegającą eks
presji w błonach cystern i rurkowatych rozgałęzień siateczki śródplazmatycznej 
bezziarnistej oocytów świni, bydła i myszy (44-48). Mają one strukturę homotetra- 
merów złożonych z czterech identycznych podjednostek białkowych (aj, a2, a3, Uą)
0 masie molekularnej 310 kDa. Każda podjednostka wiąże jedną cząsteczkę lnsP3 
poprzez N-końcowy region (obdarzony dodatnim ładunkiem elektrycznym), bogaty 
w grupy aminoacylowe argininy i lizyny (49). Z kolei DAG w obecności jonów wapnia
1 fosfatydyloseryny aktywuje serynowo-treoninową kinazę białkową C (PKC, ang. 
Protein Kinase C) (rys. 3). Ponadto DAG radykalnie zwiększa powinowactwo PKC do 
jonów Ca^'*', a wynikiem tego jest pełna aktywacja (wykorzystanie) cytofizjologicz- 
nych stężeń kationów wapnia.

3.2. Znaczenie aktywności biokatalitycznej fosfolipaz pochodzenia endogen
nego lub egzogennego w inicjowaniu różnych ścieżek przekazywania sy
gnału aktywującego oocyt

Na podstawie wyników prowadzonych ostatnio badań nad wyjaśnieniem mecha
nizmu transdukcji sygnału wapniowego w oocytach ssaków aktywowanych na dro
dze zapłodnienia in vitro udowodniono, że poza ścieżkami sygnalizacji jonowej in-
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Ścieżki transdukcji sygnału aktywującego 
oocyt

za pośrednictwem 
fosfodiesteraz 
pochodzenia 
oocytarnego

za pośrednictwem 
fosfodiesterazy

Rys. 2. Scenariusz udziału fosfodiesteraz oocytu i plemnika z podklasy fosfolipaz/fosfoinozytydaz 
typu C (PLC) w inicjacji przekazywania sygnału aktywującego komórkę jajową (szczegółowe objaśnienia 
w tekście).

dukowanymi za pośrednictwem fosfodiesteraz pochodzenia endogennego (we- 
wnątrzoocytarnego), tj. z udziałem izoenzymów podtypu P lub y fosfolipaz z rodzi
ny C (PLC-p lub PLC-y) (37,50,51), istnieje również alternatywny system przekaźnic- 
twa sygnału wapniowego uruchamiany przez czynniki enzymatyczne pochodzenia 
egzogennego, tzn. plemnikowego (38,39,52-54). Stymulacja tej ostatniej ścieżki sy
gnalizacji jonowej w oocytach MII odbywa się na drodze reakcji hydrolitycznego 
rozkładu wiązań fosfodiestrowych w glicerofosfolipidach inozytolowych oolemmy. 
Jest ona katalizowana przez specyficzne izoformy ^ (zeta) fosfoinozytydaz rodzi
ny/typu C (PLC-4), pochodzące z zewnątrzkomórkowych domen powierzchniowych, 
formowanych głównie przez białka glikoproteinowe błony komórkowej segmentu 
równikowego w obrębie czapeczki tylnej główki plemników (rys. 2 i 3). Cząsteczki 
enzymu PLC-^ wprowadzane są zatem do wewnątrzkomórkowej, tj. cytozolowej, 
warstwy oolemmy zapładnianego oocytu w następstwie fuzji błon plazmatycznych
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gamety męskiej i żeńskiej (40,55,56). Na tej podstawie można wnioskować, że mi- 
krośrodowisko cytoplazmatyczne lub cytoszkielet podbłonowej (subooplazmatycz- 
nej) strefy kortykalnej zapłodnionej komórki jajowej są bogate w szereg rozpusz
czalnych czynników białkowych wchłoniętych wraz z cytozołem i jądrem plemnika 
po fuzji błon płazmatycznych gamet łub nierozpuszczalnych, plemnikowych czynni
ków podbłonowych (niecytozolowych), ulegających inkorporacji (internalizacji) do 
struktury membranoszkieletu oocytu.

Wysokie stężenie endogennych białek plemników w cytoplazmie lub mikrofila- 
mentowym szkielecie błonowym zygot może znacznie ułatwiać strukturalne prze
modelowanie i epigenetyczne przeprogramowanie jąder komórek somatycznych 
w przedimplantacyjnych zarodkach klonalnych. Te specyficzne białka plemnikowe 
związane z nukleoplazmą lub materiałem wokółjądrowym (cytoplazmą perinukle- 
arną), a także z cytoszkieletem podbłonowym wykazują zdolność do generowania 
wielokrotnych cykli opróżnień wewnątrzkomórkowych rezerwuarów wapniowych 
w oocytach. Wynurzanie się kolejnych fal przyrostu ooplazmatycznej koncentracji 
wolnych jonów wapnia stanowi końcowy etap molekularnego mechanizmu wtórne
go przekażnictwa Ca^+.zależnych sygnałów aktywujących genetycznie uwarunko
wany program rozwoju zarodkowego (57,58). Do niedawna sądzono, że mobilizacja 
wewnątrzoocytarnych depozytów jonów Ca^+, wywołana stymulacją InsP3-zależ- 
nych kanałów cyklicznie uwalniających wapń do cytozolu trwa, w zależności od ga
tunku ssaka, stosunkowo krótko, tj. od 2-3 do 3-4 godzin od momentu internalizacji 
plemnika do środowiska cytoplazmatycznego oocytu. Oscylacyjne wahania w stęże
niu kationów wapniowych zanikają zatem stopniowo w całej objętości ooplazmy 
bezpośrednio przed lub w niedługim czasie po zainicjowaniu procesu formowania 
przedjądrzy żeńskich i męskich w okresie międzypodziałowym ł. cyklu mitotyczne- 
go bruzdkowania zarodków (59,60). Wyniki ostatnich badań coraz częściej potwier
dzają jednak, że falowy (pulsacyjny) charakter docytozolowych wyrzutów hiperkal- 
cemicznych z cystern i kanalików siateczki śródplazmatycznej gładkiej jest utrzymy
wany przez cały I. cykl podziałowy zygoty aż do momentu rozpoczęcia okresu inter- 
fazowego przez zarodki myszy w stadium 2-blastomerowym. Oscylacje wapniowe 
trwające przez tak długi okres (od 12 do 24 godzin od momentu zapłodnienia ko
mórki jajowej) mogą być wywoływane tylko i wyłącznie za pośrednictwem tzw. 
oscylogennych czynników białkowych wprowadzanych wraz z cytozołem perinukle- 
arnym i kariolimfą jądrową lub cytoszkieletem podbłonowym plemnika do oopla
zmy bądź membranoszkieletu oocytarnego. Białka te ulegają proteasomowej (zależ
nej od ubikwityny) degragacji dopiero po ukończeniu interfazy 11. cyklu mitotyczne- 
go bruzdkowania zarodków (45,59,61-64).
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3.3. Plemnikowe białka cytoiolowe lub podbłonowe w roli czynników oscylo- 
gennych

Potencjalnymi kandydatami do grupy tzw. transkomplementarnych, plemniko
wych białek cytozolowych o wysokim stopniu rozpuszczalności, które biorą bezpo
średni lub pośredni udział w generowaniu i biochemicznej regulacji długotrwałej 
kaskady wylewów jonów Ca^+ w cytoplazmie oocytów, a następnie zygot i komórek 
wczesnych zarodków 2-blastomerowych są m.in. 1) specyficzna dla komórek sper- 
matogenicznych izoforma fosfolipazy C, tj. izoenzym PLC-^ o masie molekularnej 
74 kDa (40,53-56); 2) białko indukujące oscylacje kationów wapnia określane oscyl- 
liną lub oscyllogenem (o masie cząsteczkowej 33 kDa), wykazujące prawdopodob
nie aktywność izomerazy lub deaminazy glukozoamino-6-fosforanowej (41,46,57, 
65); 3) receptor powierzchniowy Kit, będący produktem ekspresji protoonkogenu 
c-kit o mimetycznej aktywności kinazy tyrozynowej receptorów transbłonowych 
oocytu (66) oraz 4) białko perinuklearne zwane też białkiem wokółjądrowej macie
rzy cytoplazmatycznej (58). Z kolei, do plemnikowych, nierozpuszczalnych białek 
podbłonowych (niecytozolowych), które kandydują do roli czynników oscylogen- 
nych w cyklicznych wahaniach falowych wewnątrzoocytarnej koncentracji wolnych 
jonów Ca^'*', należą termostabilne izoformy czynnika białkowego izolowanego z ma
cierzy podblonowej (membranoszkieletu) segmentu równikowego główki plemnika 
o masie 30-120 kDa - SOAF (ang. Sperm-Borne Oocyte-Activating Factor) (52,58,67).

Dwukrotna mikroiniekcja odpowiednio zbuforowanych ksenogenicznych eks
traktów cytozolowych i nukleoplazmatycznych plemników knura do cytoplazmy re
konstruowanych oocytów bydła inicjowała w zygotach klonalnych serię wyrzutów 
jonów Ca^^ (tzw. oscylacje wapniowe), niemal idealnie naśladującą wzorzec fizjolo
gicznej aktywacji obserwowanej w czasie zapłodnienia oocytów krowy lub jałówki 
(68) Pulsacyjny sposób uwalniania kationów wapniowych ze światła retikulum en- 
doplazmatycznego, imitujący oscylacje wapniowe generowane w wyniku monosper- 
micznego zapłodnienia in vitro oocytów Mil, zidentyfikowano także w komórkach 
jajo^vych myszy i klaczy, poddanych docytoplazmatycznej iniekcji homogenatami 
cytozolowo-kariolimfatycznymi, które wyizolowano z główek plemników ogiera (69). 
Zweryfikowanie tej procedury pseudofizjologicznej aktywacji transkomplementar- 
nej transcytozolowej lub transnukleoplazmatycznej) rekonstytuowanych oocytów 
w klonowaniu somatycznym świń pozostaje zapewne już tylko kwestią czasu, bo- 
wien może się ona okazać przełomowym rozwiązaniem, znacznie zwiększającym 
efektywność sztucznej stymulacji programu rozwojowego cybrydowych zygot klo- 
naln/ch.
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3.4. Elementy regulatorowe szlaku transdukcji sygnału wapniowego w oocytach

Przyrost stężenia wolnych jonów wapnia w cytoplazmie [Ca^+]c (rys. 3) Jest pod
stawowym elementem mechanizmu transdukcji sygnału stymulującego dojrzały 
oocyt świni do wyjścia z nietrwałego bloku metafazowego II. podziału mejotyczne- 
go i uruchomienia programu rozwojowego prawidłowo, tj. monospermicznie, za
płodnionej komórki jajowej (zygoty) (33). Mobilizacja wewnątrzkomórkowych re
zerwuarów wapniowych generuje serię powtarzalnych wyrzutów jonów Ca^+, które 
przyjmują charakter szybkich, krótkotrwałych oscylacji o niskiej częstotliwości i wy
sokiej amplitudzie odchyleń od jonowej homeostazy stężeniowej w cytozolowej go
spodarce kalcemicznej h-jCa^+Jc. Łączny czas trwania tych cyklicznych wahań

Molekularny mechanizm 
aktywacji oocytu

Rys. 3. Schemat szlaków transdukcji sygnału aktywującego w dojrzałym mejotycznie oocycie. 
Główne ogniwa mechanizmu aktywacji oocytu stanowią: fosfolipazy C podtypu p oraz y (PLC-p/-y) lub 
izoforma ^ fospolipazy C (PLC-^); fosfatydyloinozytolo-4,5-fa/sfosforan (PIP2): myo-inozytolo-1,4,5-tnsfos- 
foran (lnsP3); receptory InsP3-zależnych kanałów wapniowych (lnsP3R); kationy wapnia; 1,2-diacyIoglice- 
rol (DAG) oraz kinaza białkowa C (PKC) (szczegółowe objaśnienia w tekście).
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W przyroście cytoplazmatycznej koncentracji jonów wapnia wynosi w oocytach świ
ni około 2-3 godzin (35). Gwałtowne wynurzanie się kolejnych fal wylewów jonów 
Ca^+ następuje w oocytach świni, a także bydła co 8 do 25 minut (33,35,70). Poje
dynczy oscylacyjny wyrzut kationów wapnia ma średnią amplitudę wychyleń od dy
namicznej równowagi stężeniowej rzędu 500-556 nM [Ca^+lc oraz średni okres 
trwania 2,5 minuty (35). Przypuszcza się, że czynnikiem wywołującym oscylacyjne 
zmiany stężenia jonów Ca^"^ w ooplazmie są cykliczne wahania poziomu myo-inozy- 
tolo-1,4,5-tr/sfosforanu.

Precyzyjne dostrojenie parametrów fizycznych (częstotliwości, amplitudy i okre
su trwania) oscylacji wapniowych do aktualnych wymagań fizjologicznych i bioche
micznych oocytu świni wymaga istnienia swoistego, wewnątrzkomórkowego gene
ratora kaskadowych fal wylewów kationów wapniowych. Mechanizm jego działania 
może być oparty na istnieniu dodatniego sprzężenia zwrotnego pomiędzy szybko
ścią wypływu jonów wapnia z depozytów ERgg a stężeniem wapnia w cytozolu (71). 
Początkowo sprzężenie to tłumaczono istnieniem kanałów wapniowych innego niż 
lnsP3-zależne rodzaju, tzw. rianodynowych (RyC, ang. Ryanodin-Dependent Calcium 
Release Channel), które otwierają się pod wpływem podwyższonej koncentracji wap
nia w ooplazmie. jednakże za odrzuceniem tej hipotezy przemawia fakt, że w oocy
tach ssaków poziom ekspresji genów kodujących receptory rianodyny (RyR, ang. Ry- 
onodin Receptor) utrzymuje się na bardzo niskim poziomie (43,48). Poza tym stwier
dzono, że receptory te są niezdolne do inicjowania oscylacyjnych wyrzutów jonów 
Ca^+ w oocytach świni, bydła oraz myszy (35,57,72). Bardziej wiarygodna jest, jak 
się wydaje hipoteza, w której zakłada się, że aktywność lnsP3-zależnych kanałów 
wapniowych jest regulowana w oocytach świni przez koncentrację jonów wapnia 
w cytoplazmie (48). Pojedynczy kanał wapniowy może otworzyć się po przyłączeniu 
czterech cząsteczek lnsP3 oraz kationu wapniowego. W miarę wzrostu [Ca^'^]^ spo
wodowanego wypływem wapnia z ERgg coraz większa liczba kanałów ulega otwar
ciu i całkowity wylew jonów Ca^+ jest coraz szybszy. Gdy wewnątrzoocytarne stęże
nie kationów wapnia wzrośnie powyżej pewnej wartości progowej, receptory 
lnsP3-zależnych kanałów uwalniania wapnia typu 1 (lnsP3R-l) przyłączają drugi jon 
Ca2+, co powoduje zamknięcie tunelów wypływu kationów wapnia (73,74). Taka 
swoista zależność wynikająca z uruchomienia mechanizmu progresywnego bloko
wania synergistycznego, czyli odwrażliwiania receptorów 1,4,5-fnsfosforanu 
myo-inozytolu lnsP3R-l może odpowiadać za generowanie oscylacyjnych fal wypły
wu wapnia o malejących w czasie parametrach: częstotliwości wynurzania się oraz 
amplitudy odchyleń od dynamicznej równowagi stężeniowej jonów Ca^'*" (44,48,63, 
75). Redukcja wartości parametrów fizykochemicznych oscylacji wapniowych może 
być także zainicjowana wzrastającą w funkcji czasu aktywnością Ca^+- i Mg^+-zależ- 
nych ATPaz ERgg oraz oolemmy, a także selektywnych dla jonów Ca^+ transbłono- 
wych nośników pochodzących z mitochondriów (tzw. uniporterów wapniowych). To 
z kolei prowadzi do spadku iCa^+l^. przez pompowanie kationów wapnia z powro
tem do rezerwuarów siateczki śródplazmatycznej, do środowiska zewnątrzkomór-
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kowego oraz depozytów macierzy mitochondrialnej oocytu (49,71,76). Niewyklu
czone, że sztucznie aktywowane oocyty świni są zdolne również do aktywnego ob
niżania zawartości wapnia w cytozolu przez stymulację innego rodzaju pompy ka
tionów wapniowych (prawdopodobnie wspomaganej udziałem kanałów potasowych 
zależnych od jonów Ca^+). Mechanizm działania tego złożonego procesu obniżania 
stężenia [Ca^+]c, którego celem jest zachowanie jonowej homeostazy osmotycznej 
w ooplazmie, polega z jednej strony na przeciwprądowej wymianie jonów Na+ na 
Ca^+ w oolemmie za pośrednictwem wymieniaczy (antyporterów) jonowych 
Na+/Ca^+. Z drugiej strony, jest on odpowiedzialny za indukowanie biofizycznych 
i fizykochemicznych transformacji oocytu. Dotyczą one nie tylko generowania nie
wielkich zmian napięcia pola elektrostatycznego oraz nieznacznej różnicy w warto
ściach elektrochemicznego potencjału transmembranowego na obu przeciwłegłych 
powierzchniach oolemmy, tj. zewnątrz- i wewnątrzkomórkowej (cytozolowej), lecz 
także wywoływania zmian objętości komórki. Przypuszcza się także, że na inhibicję 
oscylacji wapniowych w oocytach może mieć znaczny wpływ przejściowy wzrost ak
tywności kinazy lnsP3 i fosfatazy lnsP3, głównych enzymów odpowiedzialnych za 
obniżanie poziomu myo-inozytolo-l ,4,5-tr/sfosforanu w cytozolu w sposób zależny 
od jonów Ca^+ (73,77).

Uważa się, że pulsacyjny sposób uwalniania jonów wapnia z depozytów we
wnątrzkomórkowych jest konieczny dlatego, że podwyższony poziom kationów 
wapnia, utrzymujący się w ooplazmie przez dłuższy czas, jest dla oocytu toksyczny. 
Ogromna nadwrażliwość oocytów świni na gwałtowne zmiany metaboliczne w go
spodarce wapniowej jest przyczyną niskiej tolerancji zygot klonalnych na wszelkie 
odchylenia od opisanego fizjologicznego schematu oscylacji jonów Ca^^ (27,78). 
Dlatego też, w klonowaniu somatycznym świń zaleca się stosowanie tylko takich 
procedur sztucznej aktywacji hybryd jądrowo-ooplazmatycznych, które spełniałyby 
warunki wymagane do prawidłowego uruchomienia programu rozwojowego zre
konstruowanych zarodków. Celem takich systemów egzogennej stymulacji zrekon
struowanych oocytów świni do dalszego rozwoju jest uniknięcie wszelkich zakłóceń 
dynamicznej homeostazy koncentracji kationów wapniowych w cytozolu h-fCa^+lc 
(tj. izokalcemii), wynikających zarówno z aplikacji zbyt słabych sygnałów aktywu
jących jak i sygnałów o zbyt wysokim stopniu inwazyjności parametrów fizykoche
micznych, wielokrotnie przekraczającym możliwości adaptacyjne zygot klonalnych 
(23,48,79). Molekularny mechanizm optymalnego wzorca sztucznej aktywacji cybry- 
dowych zygot klonalnych nie może zatem znacznie odbiegać od oscylacyjnego spo
sobu rozprzestrzeniania się falowych wyrzutów jonów Ca^+ w całej objętości cyto
zolu, ponieważ tylko w takich warunkach biofizycznych możliwe jest w miarę rów
nomierne rozmieszczenie kationów wapnia w hybrydowym środowisku cytoplazma- 
tycznym o wysokiej pojemności buforowej (24,80). Silnie buforujące właściwości 
oopłazmy rekonstytuowanych oocytów świni stanowią wewnątrzkomórkowy me
chanizm obronny zdolny do szybkiego przeciwstawiania się gwałtownym zmianom 
pH oraz punktu izoelektrycznego oopłazmy, a tym samym zjawisku ekscytotoksycz-
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ności jonów wapniowych. W przypadku niehomogennego rozmieszczenia kationów 
wapnia w cytozolu hybryd klonalnych doprowadzają one do szybkiego zahamowa
nia procesów aktywowanych przy udziale jonów Ca^+ (71,81). Być może tylko stała 
i niska częstotliwość oraz malejąca amplituda kolejnych wylewów kationów wapnio
wych prowadzące do krótkotrwałego przyrostu i wyrównanej koncentracji katio
nów wapnia we wszystkich przedziałach wewnątrzkomórkowych zrekonstruowa
nych oocytów świni są warunkiem koniecznym do prawidłowego przenoszenia efek
tów oddziaływania jonów Ca^^ za pośrednictwem białek wiążących wapń (49,78). 
Jednym z głównych białek receptorowych wapnia w oocytach ssaków jest kalmodu- 
lina. Kompleks Ca^^-kalmodulina (Ca^'*"/CaM) jest czynnikiem niezbędnym do sty
mulacji aktywności enzymatycznej zależnej od jonów Ca^+ i kalmoduliny kinazy 
białkowej typu 11 (CaM-PK-11, ang. /Calmodulin-Dependent Protein Kinose II). Przy
puszcza się, że oscylacje kationów wapnia stanowią sygnał przenoszony za pośred
nictwem aktywnej kinazy CaM-PK-11, który indukuje przejściową inaktywację MPF 
oraz CSF (82), a następnie odblokowanie cytofizjologicznie zahamowanego w meta- 
fazie 11. podziału mejotycznego, a tym samym skuteczne uruchomienie dalszego 
programu rozwojowego rekonstruowanego oocytu świni (83,84). Można zatem za
proponować hipotezę, że aktywacja kinazy CaM-PK-11 prowadzi do inicjacji szlaku 
proteolitycznej degradacji cykliny B podczas przejścia z metafazy do anafazy 11. po
działu mejotycznego, która jest z kolei bezpośrednim lub pośrednim bodźcem do 
niezależnej od rozpadu czynnika MPF, molekularnej ścieżki stymulacji centrum ka
talitycznego konwencjonalnego izoenzymu kalpain, czyli neutralnych/obojętnych 
proteaz cysteinowych zależnych od jonów Ca^+ - kalpainy 11 (m-CANP/m-CL, ang. 
Calcium-Activated Neutral Protease/Calpain) (85). Natywny proenzym (zymogen) izofor- 
my m-CANP/m-CL tej rodziny cytozolowych proteaz tiolowych jest aktywowany na 
drodze autolitycznej na powierzchni wewnątrzkomórkowej, tj. cytoplazmatycznej 
oolemmy w warunkach wysokiego (milimolarnego) stężenia wolnych kationów wap
nia w cytozolu mM-[Ca2+l(.. Izoenzym m-CANP/m-CL tych endopeptydaz wewnątrz
komórkowych, zawierających w swoim centrum katalitycznym cysteinę i histydynę, 
odpowiedzialny jest za inaktywację czynnika CSF poprzez biodestrukcję jednego 
z jego podstawowych składników funkcjonalnych - kinazy p39^°^ w środowisku 
ooplazmatycznym aktywowanej cybrydy klonalnej (86,87). Aby jednak ścieżka bio
degradacji cyklin B oraz zahamowania aktywności MPF została uruchomiona, musi 
dojść do aktywacji wielopodjednostkowego kompleksu białkowego ligazy ubikwity- 
nowej określanego jako kompleks inicjujący anafazę lub cyklosom (APC/C, ang. Ana
phase-Promoting Complex/Cyclosome) (85). Składniki APC/C to białka strukturalne, re
gulacyjne i enzymatyczne odpowiedzialne za połączenie z ubikwityną cykliny B lub 
innych białek, m.in. białek uniemożliwiających przedwczesny rozdział chromatyd 
siostrzanych w anafazowej segregacji chromosomów, czyli tzw. sekuryn Pdsl/Cut2 
(ang. Precocious Dissociation of Sister Chromatids I/Cut Untimely Torn 2), które mają 
ulec degradacji, oraz proteasom 26S, który jest bezpośrednio zaangażowany w roz
pad ubikwitynowanej cykliny B (88).
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3.5. Systemy sztucznej aktywacji rekonstruowanych oocytów świni w klonowa
niu somatycznym

W klonowaniu somatycznym świń wykorzystywane są różne strategie aktywacji 
rekonstruowanych oocytów. Protokół sztucznej aktywacji dotyczy nie tylko rodzaju 
czynnika aktywującego (aktywatora), ale także momentu jego zastosowania. Czyn
nik aktywujący powoduje albo uwalnianie jonów wapnia bezpośrednio z depozytów 
wewnątrzoocytarnych, albo ich dokomórkowy transport ze środowiska zewnątrzko- 
mórkowego. Sztuczne aktywatory stymulują transbłonowe domeny receptorowe ki
nazy tyrozynowej lub cząsteczki receptorów powierzchniowych sprzężonych z biał
kami G. Białka te z kołei biorą udział w przekazywaniu i transformacji egzogennego 
(jonowego łub cząsteczkowego) sygnału aktywującego na kaskadę enzymatyczną, 
zapoczątkowaną przez fosfolipazę C podtypu y lub p (27,36,37). Enzym ten katalizu
je rozkład hydrolityczny fosfatydyloinozytolo-4,5-6/sfosforanu (PIP2), zakotwiczone
go w wewnętrznej (cytoplazmatycznej) warstwie oolemmy, do myo-inozytolo-1,4,5-tr/s- 
fosforanu (InsP3) oraz 1,2-diacylogłicerolu (DAG). 1,4,5-fnsfosforan myo-inozytolu 
jest wtórnym transmiterem aktywującego sygnału zewnątrzkomórkowego, odpo
wiedzialnym za otwarcie kanałów wapniowych poprzez lnsP3-załeżne receptory 
w błonach retikułum endoplazmatycznego gładkiego. Uwolnione kationy wapnia 
wiążą się preferencyjnie z kalmoduliną, która z kolei reguluje aktywność wielu en
zymów m.in. fosfataz, kinaz białkowych A i C (PKA, PKC) czy załeżnej od Ca^+ i kal- 
moduliny kinazy białkowej typu 11 (CaM-PK-11), a także zlokalizowanej w oolemmie 
ATPazy zależnej od Ca^+-kalmoduliny i jonów Mg2+ (43-45,70).

W technologii klonowania somatycznego świń powszechnie stosowanymi bodź
cami aktywującymi są czynniki fizyczne takie jak; impulsy elektryczne (impulsy prą
du stałego) (1,89). Do tych rzadziej stosowanych należą natomiast czynniki chemicz
ne takie jak: antybiotyki jonoforowe np. jonomycyna wapnia (9,90) lub jonofor Ca^+ 
A23187, czyli kalcymycyna (91), a także timerosal (tiomersal) w kombinacji z ditio- 
treitolem (92,93). Protokół równoczesnej fuzji i aktywacji, w którym te same impul
sy elektryczne, jakie inicjują fuzję komórki somatycznej z bezjądrzastym cytopla- 
stem, stanowią czynnik aktywujący zrekonstruowane oocyty, jest najczęściej wyko
rzystywany do stymulacji programu rozwojowego cybryd klonalnych świni (9,89). 
Rzadziej do tego celu stosowany jest protokół postaktywacji, czyli aktywacji inicjo
wanej czynnikami chemicznymi (jonomycyna wapnia, kalcymycyna, timerosal i ditio- 
treitol) lub fizycznymi (impulsy prądu stałego) po 1-4 godzinach od wprowadzenia 
jądra komórkowego do cytoplazmy enukłeowanego oocytu (1,8). Po ekspozycji na 
działanie właściwego aktywatora takiego jak antybiotyk jonoforowy lub impulsy 
elektryczne, zrekonstruowane oocyty poddawane są zazwyczaj kilkugodzinnej inku
bacji w obecności niespecyficznego lub specyficznego inhibitora kompetycyjnego 
kinaz cyklino-zależnych np. 6-dimetyloaminopuryny (6-DMAP) (8-10,23) lub butyry- 
lolaktonu I (23), bądź w obecności odwracalnego blokera syntezy białek np. cyklo- 
heksimidu (CHXM) (90,91).
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Optymalnym wzorcem sztucznej aktywacji byłby wzorzec zbliżony do naturalnej 
aktywacji oocytu świni, inicjowanej przez penetrujący plemnik podczas zapłodnie
nia, który indukuje kaskadę procesów odpowiedzialnych za uwalnianie do oopla- 
zmy wolnych jonów wapnia w postaci serii pulsacyjnych wyrzutów. Na obecnym eta
pie badań, wydaje się, że wymagania te spełniają jedynie takie aktywatory jak time- 
rosal w kombinacji z ditiotreitolem, jednakże tylko w odniesieniu do niektórych ga
tunków ssaków (Świnia, mysz) (93,94).

3.5.1. Profil przyrostu stężenia wolnych jonów wapnia w ooplazmie przy zastoso
waniu aktywacji fizycznej z użyciem impulsów elektrycznych

Aktywacja cybryd klonalnych metodą elektroporacji powoduje tymczasowe po
wstawanie mikroporów w oolemmie zrekonstruowanych oocytów, które umożli
wiają bierny transport egzogennych kationów wapnia do komórki, napędzany tzw. 
dodatnim gradientem stężenia Ca2+. Średnica i liczba tych porów zależy nie tylko 
od długości trwania impulsów prądu stałego, lecz także od ich liczby, odstępu cza
sowego między nimi oraz natężenia pola elektrostatycznego (60,95). Elektroaktywa- 
cja jest zatem możliwa tylko w warunkach znacznie wyższej koncentracji jonów 
Ca^+ w środowisku zewnątrzkomórkowym, jakim jest roztwór izotonicznego die
lektryku, w stosunku do cytozolowego poziomu stężenia kationów wapnia.

Wyższy potencjał rozwojowy zarodków klonalnych świni do stadium moruli oraz 
blastocysty uzyskano po zastosowaniu wielokrotnych impulsów elektrycznych z rów
noczesnym obniżeniem natężenia pola elektrostatycznego i skróceniem czasu trwa
nia impulsów prądu stałego. Impulsy elektryczne były generowane w określonych 
przedziałach czasowych (od kilku- do 30-minutowych) dla naśladowania oscylacji 
wapniowych, występujących podczas zapłodnienia. Kombinacja wielokrotnych im
pulsów i niskiego natężenia pola elektrostatycznego może powodować mniejsze 
uszkodzenia oolemmy cybryd klonalnych oraz nie indukować zjawiska ekscytotok- 
syczności kationów wapnia w ooplazmie w porównaniu z oddziaływaniem poje
dynczego impulsu przy wysokim natężeniu pola elektrostatycznego (24,79). Mimo 
że pochodzenie jonów Ca^’'" podczas aktywacji elektrycznej jest, jak się powszech
nie uważa, zewnątrzkomórkowe, to sugeruje się, że elektroporacja może także sty
mulować uwalnianie wapnia z magazynów wewnątrzkomórkowych.

Aplikacja pojedynczych impulsów prądu stałego prowadzi tylko do jednorazo
wej mobilizacji wewnątrzoocytarnych rezerwuarów wapniowych. Natomiast strate
gia multiplikacji impulsów elektrycznych pozwala na generowanie długiej serii oscy
lacyjnych wyrzutów Ca^+, podwyższających wielokrotnie stężenie tych kationów 
w ooplazmie. Protokół oparty na zwielokrotnieniu impulsacji elektrycznej znacznie 
upodabnia sztuczną aktywację cybryd klonalnych świni do naturalnej aktywacji spo
wodowanej penetracją oocytu przez plemnik. Ekspozycja zrekonstruowanych oocy
tów na nagłe zmiany siły jonowej w roztworze dielektryku utrudnia dokładne zare
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jestrowanie częstotliwości oraz amplitudy falowych wyrzutów Ca^+ w ooplazmie. 
Nie ulega jednak wątpliwości, że oba wspomniane parametry fizyczne cyklicznych 
wyrzutów wapnia zależą od długości trwania impulsów prądu stałego, ich liczby, 
odstępu czasowego między nimi, natężenia pola elektrostatycznego, a nawet stęże
nia egzogennych jonów Ca^+ w roztworze do elektroaktywacji. Podstawowy po
ziom cytozolowej koncentracji wolnych kationów wapnia w oocytach waha się w gra
nicach 20-60 nM/L, a po zmultiplikowanej elektroimpulsacji wzrasta do poziomu ok. 
4 mM/L, zbliżonego do stężenia charakterystycznego dla oocytów w trakcie zapłod
nienia (35,60,77). Jednakże z powodu wysokiej pojemności buforowej ooplazmy, 
dodatkowo zwiększonej w wyniku transplantacji jąder komórek somatycznych, 
gwałtownie podwyższona koncentracja jonów wapnia stopniowo obniża się i po
wraca do poziomu podstawowego jeszcze przed ukończeniem interfazy pierwszego 
cyklu podziałowego zarodków klonalnych.

3.5.2. Profil przyrostu stężenia wolnych jonów wapnia w ooplazmie przy zastoso
waniu aktywacji chemicznej z użyciem jonomycyny wapnia

Inkubacja zrekonstruowanych oocytów świni w roztworze jonomycyny Ca2+, 
która jest jedną z odmian jonoforu wapnia, generuje wydłużony logarytmiczny przy
rost wewnątrzkomórkowej koncentracji kationów wapnia, co znacznie odróżnia tę 
strategię sztucznej aktywacji od fizjologicznego wzorca zmian stężenia wapnia 
w ooplazmie. W przypadku ekspozycji cybryd klonalnych na działanie jonomycyny 
wapnia, źródło jonów Ca^+ obecnych w ooplazmie jest prawdopodobnie zarówno 
pochodzenia zewnątrzkomórkowego, jak i endogennego. Jonomycyna jako antybio
tyk jonoforowy, mający zdolność indukowania transportu biernego nośnikowego 
(dyfuzji ułatwionej) i swoistej wymiany kationów jednowartościowych (H+/H3O + ) 
oraz dwuwartościowych (Ca^+ i Mg^'*'), w pierwszej kolejności mobilizuje we- 
wnątrzoocytarne depozyty wapniowe w cysternach retikulum endoplazmatycznego 
gładkiego. To z kolei na zasadzie dodatniego sprzężenia zwrotnego pobudza dyfu
zję egzogennych kationów wapnia do ooplazmy zrekonstruowanych oocytów świni. 
Mechanizm stymulacji cybryd klonalnych do dalszego rozwoju polega zatem na in
dukowaniu dwufazowych zmian w ooplazmatycznej koncentracji jonów wapnia 
(27,79,96).

W porównaniu ze standardowymi systemami postaktywacji chemicznej stosowa
nymi powszechnie w klonowaniu somatycznym bydła (97), w których zaleca się 
około 5-minutową inkubację zrekonstruowanych oocytów w 5-pM roztworze jono
mycyny, w klonowaniu świń podwyższenie koncentracji jonomycyny do 15 pM/L 
przynosi znacznie lepsze wyniki. Wyrażają się one nie tylko zwiększeniem poten
cjału rozwojowego hodowanych in vitro zarodków klonalnych, lecz także poprawą 
jakości uzyskanych blastocyst (8,9,23). Prawdopodobnie przyrost koncentracji tego 
czynnika aktywującego z 5 pM/L do 15 pM/L indukuje już nie pojedynczą falę przy
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rostu jonów Ca^^, lecz całą serię repetytywnych wyrzutów logarytmicznych katio
nów wapnia, przypominającą w większym stopniu fizjologiczny mechanizm uwal
niania Ca^+ z magazynów wewnątrzkomórkowych. Naśladowanie procesu natural
nej aktywacji w warunkach trzykrotnego podwyższenia stężenia jonomycyny w po
żywce hodowlanej spowodowane jest także gwałtownym wzbudzeniem wielokrot
nych cykli opróżnień rezerwuarów wapniowych w zrekonstruowanych oocytach. 
Z jednej strony umożliwia to transdukcję dostatecznie silnego sygnału jonowego 
stymulującego szybkie uruchomienie programu rozwojowego cybryd klonalnych, 
a z drugiej zaś chroni cybrydową komórkę przed szkodliwymi efektami cytotoksycz- 
nymi, związanymi z utrzymującym się przez dłuższy czas wysokim poziomem wap
nia w ooplazmie zrekonstruowanych oocytów (9,10,79,90).

3.5.3. Profil przyrostu stężenia wolnych jonów wapnia w ooplazmie przy zastoso
waniu aktywacji chemicznej z użyciem timerosalu i ditiotreitolu

Czynnikiem aktywującym, który indukuje długą serię repetytywnych wyrzutów 
jonów Ca^+ o charakterze falowym w dojrzałych mejotycznie oocytach świni jest ti- 
merosal (etylortęciotiosalicylan sodu) określany również często tiomersalem we
dług alternatywnej nomenklatury chemicznej. W przeciwieństwie do wszystkich in
nych bodźców fizykochemicznych, stymulujących tylko pojedynczy przyrost katio
nów wapnia w ooplazmie partenogenetycznie aktywowanych oocytów Mil lub cy
bryd klonalnych, timerosal generuje oscylacyjne zmiany wewnątrzkomórkowego 
stężenia Ca^+, najbardziej przypominające mechanizm aktywacji naturalnej, spowo
dowanej penetracją oocytu przez plemnik (92,98).

Timerosal jako czynnik utleniający grupy sulfhydrylowe (tiolowe) receptorów 
myo-inozytolo-l,4,5-tr/sfosforanu, stanowiących integralną część lnsP3-zależnych 
kanałów wapniowych, jest zdolny do wielokrotnej mobilizacji wewnątrzkomórko
wych depozytów kationów wapnia w zrekonstruowanych oocytach świni. Dziesię- 
ciominutowa inkubacja cybryd klonalnych w pożywce uzupełnionej 200 juM/L time
rosalu (92,93) okazała się najbardziej optymalną strategią aktywacji. Wynurzenie się 
pierwszej fali przyrostu jonów Ca^+ w ooplazmie następowało w ciągu 5,5 minut od 
chwili rozpoczęcia ekspozycji zrekonstruowanych oocytów na działanie timerosalu, 
a liczba pulsacyjnych wyrzutów wapnia wahała się od dwóch do sześciu. Pierwsza 
kaskadowa fala wylewu kationów wapnia do ooplazmy wykazywała największą am
plitudę wychyleń od równowagi stężeniowej Ca^+. Natomiast kolejne oscylacje wap
niowe charakteryzowały się stopniowym obniżaniem się amplitudy i częstotliwości 
ich występowania. Po 30-45 minutach od rozpoczęcia aktywacji zrekonstruowanych 
oocytów świni obserwowano całkowity zanik oscylacji w ooplazmie.

Poza korzystnym efektem oddział>^ania na cybrydy klonalne świni, timerosal 
wykazuje jednak niewielkie właściwości cytotoksyczne, gdyż utlenia również grupy 
tiolowe (-SH) tubuliny do mostków disulfidowych (disiarczkowych; -S-S-). Hamuje on
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przez to polimeryzację mikrotubuli kinetochorowych i biegunowych oraz doprowa
dza do częściowej degradacji wrzeciona kariokinetycznego, a także pozostałych 
elementów cytoszkieletu mikrotubularnego zrekonstruowanych oocytów (m.in. 
centrów organizujących cytoplazmatyczną sieć mikrotubuli o konformacji dicentrio- 
larnej astrosfery centrosomów lub tetracentriolarnej astrosfery diplosomów). Dlate
go też w procedurach postaktywacji cybryd klonalnych zaleca się stosowanie time- 
rosalu w kombinacji z ditiotreitolem (DTT; 2,3-dihydroksybutano-l,4-ditiolem), di- 
sulfliydrylowym związkiem redukującym mostki disiarczkowe (disulfidy) tubuliny 
oraz białek receptorowych specyficznych dla lnsP3 lub rianodyny, które odpowie
dzialne są za cykliczne uwalnianie wewnątrzkomórkowych jonów Ca^^ z rezerwu
arów ooplazmatycznych. Ze względu na antagonistyczne właściwości w stosunku 
do timerosalu, DTT jest zdolny do regeneracji ultrastruktury wrzeciona podziałowe
go oraz inhibicji oscylacji wapniowych w ooplazmie zrekonstruowanych oocytów 
świni (27,98).

4. Podsumowanie. Wpływ dojrzewania i sztucznej aktywacji oocytów 
na uruchomienie programu rozwojowego zarodków klonalnych świni

Sztuczna aktywacja zrekonstruowanych oocytów jest jednym z czynników, które 
w dużym stopniu decydują o pre- i postimplantacyjnych kompetencjach rozwojo
wych zarodków klonalnych świni. Różnice pomiędzy poszczególnymi protokołami 
sztucznej aktywacji zrekonstruowanych oocytów świni dotyczą zarówno rodzaju 
czynnika aktywującego, jak i właściwego momentu zastosowania okreśłonego akty
watora (9,23). Optymalny przedział czasowy do zainicjowania aktywacji może zale
żeć zarówno od czasu wymaganego do uzyskania dojrzałości jądrowej i cytoplazma- 
tycznej oocytów, jak i od czasu pojawienia się pierwszych symptomów starzenia się 
zrekonstruowanych hybryd jądrowo-ooplazmatycznych (4,7). Wydaje się, że szybsze 
tempo dojrzewania jądrowo-cytopłazmatycznego, a w konsekwencji wyższą kinety
kę procesu starzenia się in vitro wykazują oocyty, które swoją kompetencję mejo- 
tyczną nabyły w warunkach in vivo w porównaniu do oocytów hodowanych ex vivo.

StruktLiralno-funkcjonalnym wyznacznikiem dojrzałości jądrowej oocytów w sta
dium MII jest stopień zaawansowania procesu wyrzucenia i. ciałka kierunkowego do 
przestrzeni okołożółtkowej. Wyrzucenie I. ck pod osłonkę przejrzystą jest efektem 
tzw. szczątkowej (poronnej) łub biegunowej cytokinezy oocytu, która prowadzi do 
powstania obłonionej struktury komórkowej, zawierającej poronne wrzeciono ka- 
riokinetyczne oraz perikarion, czyli cienką warstwę ściśle przylegającej do zespołu 
silnie skondensowanych chromosomów tzw. resztkowej ooplazmy. Oocyty dojrze
wające w warunkach pozaustrojowych charakteryzują się często obecnością czę
ściowo (połowicznie) odcinającego się z podbłonowej strefy kortykałnej oopłazmy I. 
ck. Dlatego też efektywność sztucznej aktywacji cybryd klonalnych pochodzących 
z hodowanych in vitro oocytów jest zwykle niższa w porównaniu do oocytów dojrze
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wających in vivo. W tych ostatnich inicjacja i progresja procesu tzw. cytokinezy bie
gunowej w telofazie I. podziału mejotycznego przebiega bowiem znacznie szybciej 
niż w oocytach, które osiągnęły zdolność do wznowienia i ukończenia mejozy w wa
runkach ex vivo (23,25).

jednym z głównych przejawów dojrzewania cytoplazmatycznego oocytów są 
prawdopodobnie zmiany właściwości, wielkości i gęstości ooplazmatycznych ka
nałów uwalniania wapnia (24). Można zatem przypuszczać, że przemiany te stano
wią endogenny mechanizm preadaptacyjny oocytów świni do powstania takich wa
runków w cytozolu, jakie są bezwzględnie wymagane dla wywołania oscylacyjnych 
wyrzutów jonów Ca^+ o odpowiedniej amplitudzie i częstotliwości w odpowiedzi 
na zadziałanie bodźca indukującego aktywację. Wydaje się bowiem, że stosunek ilo
ściowy kanałów wapniowych przypadający na określoną jednostkę powierzchni cy
stern i kanalików wewnątrzoocytarnych rezerwuarów kationów wapnia, głównie 
siateczki śródplazmatycznej gładkiej, determinuje w dużym stopniu wielkość natę
żenia sygnałów jonowych pojawiających się w zrekonstytuowanych oocytach świni 
wkrótce po egzogennej stymulacji ich programu rozwojowego. Liczba lnsP3-zależ- 
nych kanałów uwalniania wapnia w zewnętrznej warstwie cytoplazmatycznej błon 
retikulum endoplazmatycznego agranularnego jest znacznie niższa w oocytach doj
rzałych in vitro niż w w oocytach dojrzałych in vivo (owułowanych). Dlatego też in
tensywność transdukcji wewnątrzkomórkowego sygnału wapniowego w następ
stwie aktywacji zrekonstruowanych oocytów, które nabyły kompetencję mejotyczną 
w pęcherzykach jajnikowych samic-dawczyń, utrzymuje się na istotnie wyższym po
ziomie niż w przypadku oocytów hodowanych in vitro. O osiągnięciu optymalnego 
stopnia dojrzałości cytoplazmatycznej oocytów przystosowanych biochemicznie 
i Liltrastrukturalnie do sztucznej aktywacji decyduje też zagęszczenie ziaren koro
wych w określonej jednostce objętości cytozolu (100 pm^), które jest niższe w oocy
tach dojrzałych in vitro niż w oocytach owułowanych, pozyskiwanych z jajowodów 
stymulowanych hormonalnie samic-dawczyń. Ta ostatnia właściwość oocytów-bior- 
ców jąder komórkowych zależy także od odpowiedniego przestrzennego rozmiesz
czenia sieci mikrofilamentów aktynowych cytoszkieletu i membranoszkieletu, nie
zbędnych do efektywnej egzocytozy ziaren korowych z warstwy kortykalnej oopla- 
zmy po ekspozycji cybrydy klonalnej na działanie określonego aktywatora. Zrekon
struowane oocyty świni spełniające wszystkie wspomniane warunki molekularnej 
i Liltrastrukturalnej przydatności do procedury sztucznej aktywacji mogą posiadać 
wysokie kompetencje w zakresie przed- i poimplantacyjnego rozwoju zarodków 
klonalnych (5,24,90).

Praca Finansowana ze środków na naukę w latach 2009-2012 jako projekt badawczy własny 
nr N N31I 315936.
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