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Sum mary

In the somatic cell cloning of pigs, nuclear transfer-derived oocytes are arti-
ficially stimulated with the use one of the three experimental protocols; 1) elec-
trical, chemical or physicochemical delayed activation (i.e., post-activation); 2)
simultaneous fusion and electrical activation (SF-EA) or simultaneous
electrofusion and physicochemical activation, as well as 3) chemical sequential
(combined) electrical and chemical activation. In the first activation protocol,
somatic cell nuclei at GO/Gl or G2/M stages are introduced into enucleated
Metaphase Il oocytes (ooplasts), which are activated 30 minutes to several
hours after nuclear transfer. In the second activation protocol, somatic cell nu-
clei at G1 or GO stage are introduced into non-activated Metaphase Il ooplasts
and simultaneously obtained clonal nuclear-cytoplasmic hybrids are activated.
In turn, the third activation protocol includes the SF-EA followed by an addi-
tional treatment of the reconstituted oocytes with chemical factors, which is
initiated after a 1-2-h delay. The concentration of calcium cations in the fu-
sion/activation medium affects not only the transition from meiotic to mitotic
control of cell cycle of clonal cybrids, but also the degree of ploidy of recon-
structed zygotes as a result of both emission of second polar body and forma-
tion of pseudopronucleus/pseudopronuclei. The artificial stimulation of recon-
stituted oocytes also determines the processes of architectural remodeling and
epigenetic reprogramming of donor cell nuclei in nuclear-transferred embryos.
Moreover, the transcriptional and translational activity of genes (eg Oct-3/0ct-4)
that are crucial for preimplantation development of porcine cloned embryos is
dependent on physicochemical parameters of calcium oscillations induced by
activation of clonal nuclear-cytoplasmic hybrids.
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1. Systemy aktywacji rekonstruowanych oocytéw $wini w procedurze
klonowania somatycznego

w klonowaniu somatycznym $win, do sztucznej stymulacji programu rozwojo-
wego rekonstytuowanych oocytéw stosuje sie obecnie dwa uktady doswiadczalne:
1) protokot opdznionej aktywacji (tj. postaktywacji) elektrycznej, dwustopniowej
postaktywacji chemicznej lub fizykochemicznej; 2) protokét jednoczesnej fuzji i ak-
tywacji elektrycznej lub jednoczesnej elektrofuzji i aktywacji fizykochemicznej.
W pierwszym ukiadzie jadra komorek w stadiach GO/GI albo G2/M podziatu mito-
tycznego wprowadza sie¢ na drodze elektrofuzji lub bezpos$redniej (docytoplazma-
tycznej) mikroiniekcji do wyjadrzonych oocytéw (ooplastow/cytoplastow) w sta-
dium metafazy 11. podziatlu mejotycznego (Mll), ktére sg aktywowane w przedziale
czasowym od 30 minut do maksymalnie 4 godzin po zabiegu transplantacji jader ko-
morkowych (1-4). W drugim ukfadzie do$wiadczalnym jadra komérek w fazie G1 lub
GO podziatu mitotycznego przenosi sie do enukteowanych, nieaktywowanych oocy-
tow w stadium MIl i réwnocze$nie aktywuje sie uzyskane hybrydy jadrowo-oopla-
zmatyczne, okreslane takze mianem klonalnych hybryd cytoplazmatycznych lub cy-
bryd klonalnych (1,5,6).

1.1. Wplyw zewnatrzkomoérkowych jonéw wapniowych na przedwczesng akty-
wacje rekonstruowanych oocytow

Ostatnio udowodniono, ze mozna kontrolowa¢ inicjacje lub zahamowanie pro-
cesu przedwczesnej aktywacji rekonstruowanych cybryd klonalnych na etapie fuzji
cytoplastu i komdrki-dawcy jadra, uzupetniajac lub usuwajac z roztworu do elektro-
poracji (elektropermeabilizacji) bton plazmatycznych komplekséw komdrek soma-
tycznych i ooplastéw nieorganiczne sole wapnia w momencie rekonstrukcji enukle-
owanych oocytéw metodg elektrofuzji. Wykazano bowiem, ze kationy wapnia obec-
ne w roztworze izotonicznego dielektryku, niezbednego do fuzji komoérek w polu
elektrostatycznym, moga juz w niewielkim stezeniu (0,1 mM/L lub nawet do
0,05 mM/L) indukowa¢ molekularne procesy wewnatrzkomoérkowe, towarzyszace
aktywacji cybryd klonalnych. Wyniki doswiadczen przeprowadzonych przez Kurome
i wsp. (7) potwierdzajg, ze nawet w warunkach obnizonej do 50 pM/L koncentracji
chlorku wapnia (GaGl2) w roztworze do elektrofuzji, w stosunkowo wysokim odset-
ku oocytow rekonstruowanych z jader interfazowych fibroblastow ptodowych za-
chodzity procesy strukturainej rearanzacji chromatyny przedwczesnie skondenso-
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wanej do chromosomow ptytki pseudometafazowej. Procesy te sg charakterystycz-
ne dla przemodelowania konformacji genomu Jadrowego, Jakie nastepuje w wyniku
zainicjowania procesu aktywacji oocytéw. Przemiany konfiguracji przestrzennej
chromatyny jadrowej, ktdre zostaty zapoczatkowane w trzeciej godzinie po prze-
niesieniu Jader komdrek somatycznych do enukleowanych oocytoéw, byly trojstop-
niowe. Pierwszy etap tych transformacji obejmowat segregacje skondensowanych
chromosoméw utozonych w pseudomejotyczng ptytke metafazowa wrzeciona ka-
riokinetycznego w anafazie podziatu ekwacyjnego, ktora zachodzita w ok. 13,5%0 ak-
tywowanych elektrycznie cybryd kionatnych. Drugi etap reorganizacji materiatu ge-
netycznego byt zwigzany z despiratizacjg (dekondensacjg) de novo chromosomaéw,
ktéra miata miejsce w ok. 11,0% zrekonstruowanych hybryd cytoptazmatycznych
w telofazie. Z kolei trzecia faza architektonicznej rearanzacji chromatyny jadrowej
dotyczyta proceséw odtworzenia otoczki jadrowej w telofazie Il podziatu pseudo-
mejotycznego i pecznienia formujgcego sie Jadra interfazowego, ktére zachodzity
w ok. 24,0% aktywowanych cybryd klonalnych. Natomiast po oSmiu godzinach od
elektrofuzji kompleksow ooplast-komérka somatyczna, w ponad 61,0% cybryd klo-
nalnych zaobserwowano obecnos$¢ Jednego pseudoprzedjadrza, a w pozostatych
23,0% rekonstruowanych zygot zdiagnozowano dwa rzekome mikroprzedjgdrza.
Uformowanie sie tych parapronuklearnych struktur Jest istotnym dowodem na to,
ze niskie stezenie kationdw wapnia (50 pM/L CaCl2) w roztworze do elektroperme-
abilizacji bton cytoptazmatycznych komplekséw cytoplast-komorka somatyczna Jest
czynnikiem wystarczajgcym do zainicjowania aktywacji blisko 85,0% zrekonstruowa-
nych oocytdw (tab.). W badaniach przeprowadzonych przez Boquesta i wsp. (3)
oraz Kurome i wsp. (7), przedwczesna aktywacja cybryd klonalnych wywotana do-
datkiem Jonéw Ca2+ w niskiej koncentracji (odpowiednio, 0,1 mM/L oraz 0,05 mM/L)
do izotonicznego roztworu dielektryku, ktéry byt uzyty do fuzji fibroblastéw ptodo-
wych z enukleowanymi oocytami, spowodowata, ze aktywno$¢ podziatowa w 2. dniu
hodowli in vitro zrekonstytuowanych zarodkéw utrzymywata sie na wysokim pozio-
mie (odpowiednio, ok. 45,0 oraz 70,0%).

1.2. Prawidlowos¢ definiowania protokotow aktywacyjnych: postaktywacja fi-
zyczna lub chemiczna czy dwustopniowa aktywacja fizykochemiczna?

jesli uwzglednimy opisane w poprzednim podrozdziale uwarunkowania, to sto-
sowane dawniej przez wielu autoréw (2,8,9) okreslanie protokotow aktywacyjnych
mianem modelu postaktywacji zrekonstruowanych oocytoéw Jest, Jak sie wydaje,
btedne; wiekszo$¢ z tych oocytéw mogta bowiem ulec przedwczesnej aktywacii
z powodu obecnosci niewielkiej dawki Jonéw Ca™+ w roztworze do elektrofuzji
kompleksow cytoplast-komérka somatyczna. Bardziej uzasadnione w tym przypad-
ku Jest definiowanie takich protokotdéw aktywacyjnych Jako systeméw sekwencyjnej
(dwustopniowej) aktywacji fizykochemicznej. Pierwszy etap takiego protokotu sta-
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nowi aktywacja fizyczna, towarzyszaca fuzji ooplastéw z komdrkami somatycznymi,
juz w momencie fuzji w polu elektrostatycznym, rekonstruowane oocyty sa podda-
wane dziataniu stabych bodzcéw aktywujagcych, ktorymi sg sladowe ilosci kationdw
wapnia, wnikajagce ze Srodowiska zewngtrzkomorkowego do cytoplazmy cybryd
klonalnych poprzez mikropory (mikrokanaty) powstajgce okresowo w oolemmie
pod wptywem jej odwracalnej permeabilizacji, wywotanej impulsami pradu statego.
Nastepnie, z opdznieniem czasowym, od | do 2 godzin, w stosunku do jednocze-
snej fuzji i aktywacji elektrycznej rekonstruowanych oocytéw, cybrydy klonalne swi-
ni poddawane sg ponownie dziataniu czynnikéw aktywujacych, nalezacych do grupy
mediatoréw chemicznych. Ma to na celu wzmocnienie natezenia wewngtrzkomor-
kowego sygnatu wapniowego, ktérego mechanizm transdukcji w srodowisku cyto-
plazmatycznym indukuje uruchomienie programu rozwojowego zygot klonalnych.
Ten drugi etap egzogennej stymulacji aktywno$ci podziatowej bruzdkowania zre-
konstruowanych zygot klonalnych, mozna okresli¢ mianem ich opdznionej reakty-
wacji lub aktywacji de novo.

W procedurze klonowania somatycznego $wifi, w ramach badan wiasnych (10),
wykorzystano protokét okreslany mianem dwustopniowej aktywacji fizykochemicz-
nej lub sekwencyjnej aktywacji mieszanej cybryd klonalnych, na ktéry sklada sie:
1) rownoczesna fuzja i aktywacja elektryczna rekonstruowanych oocytow w roztwo-
rze do elektrostymulacji, uzupetnionym minimalng dawka kationéw wapnia o tzw.
wartosci progowej (stezenie rzedu 50 pM/L CaCl2) oraz 2) opdzniona reaktywacja
chemiczna w procedurze sekwencyjnej, tzn. przy wykorzystaniu dwoch czynnikdow.
Pierwszy czynnik, jakim byt antybiotyk jonoforowy (jonomycyna wapnia) w wysokim
stezeniu 15 pM/L, stanowit wiasciwy aktywator. Drugim czynnikiem byt cykloheksi-
mid (CHXM, ang. cycloheximide) - niespecyficzny inhibitor syntezy biatek, ktory po
wznowieniu i progresji cyklu pseudomejotycznego zrekonstruowanych oocytéw
z metafazy do anafazy Il. podziatu odwracalnie blokuje proces reaktywacji czynnika
dojrzewania mejotycznego (MPF, ang. Matiiration/Meiosis-Promoting Factor), hamujac
resynteze cykliny B, stanowigcej jego podjednostke regulatorowg. W wyniku wyko-
rzystania tego ztozonego protokotu sztucznej aktywacji cybryd klonalnych, odsetek
dzielagcych sie zarodkow $wini zrekonstruowanych z jader transfekowanych fibro-
blastéw ptodowych utrzymywat sie po 48 godzinach hodowli in vitro na poziomie
okoto 73,0%. Byt on znacznie wyzszy od odsetka dzielacych sie zarodkéw zrekon-
struowanych z jader transfekowanych fibroblastow tkanki skérnej dorostych osobni-
kéw, ktéry wynosit okoto 56,5% (10).

Hyun i wsp. (1) uzyskali nizszy odsetek dzielacych sie zarodkéw klonalnych zrekon-
struowanych z enukleowanych dojrzatych in vitro oocytdéw loch lub loszek oraz z jader
transgenicznych fibroblastéw ptodowych (odpowiednio, ok. 68,0 oraz 59,0%), wyko-
rzystujac podobny protokoét dwustopniowej aktywacji fizykochemicznej cybryd klonat-
nych. Protokét ten rdznit sie bowiem jedynie zastosowaniem niespecyficznego inhibi-
tora kompetycyjnego kinaz cyklino-zaleznych - 6-dimetyloaminopuryny (6-DMAP,
ang. 6-Dimethylaminopurine) zamiast inhibitora translacji - cykloheksimidu.
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2. Genetyczna zalezno$¢ rearanzacji chromatyny jadrowej i ploidalnosci
genomu komérek somatycznych od zewngtrzkomoérkowego stezenia
jonéw Ca™'" w procedurach aktywacji cybryd klonalnych $wini

2.1. Procesy warunkujace strukturalne przemodelowanie chromatyny jadro-
wej komorek somatycznych w nastepstwie jednoczesnej fuzji i aktywacji
elektrycznej (Fe/Ae) rekonstruowanych oocytow

Stezenie kationdw wapnia w roztworze do jednoczesnej fuzji i stymulacji elek-
trycznej rekonstruowanych oocytow ma takze istotny wptyw na efektywno$¢ proce-
su aktywacji, ktdra mierzona jest intensywnoscig i/lub czestoscig postaktywacyjnych
przemian jakosciowych oraz ilosciowych w przestrzennym przemodelowaniu konfi-
guracji chromatyny jader komorek somatycznych w ooplazmie zrekonstruowanych
oocytéw. Drugim wskaznikiem aktywacji programu rozwojowego cybrydy klonalnej
jest stopien ploidalnosci genomu jadrowego komorki somatycznej, uzalezniony od
zdolno$ci wyrzucania rzekomych ciatek kierunkowych 11 rzedu, czyli tzw. struktur
parapolocytarnych, w wyniku szczatkowej cytokinezy biegunowej. Interfazowa
chromatyna jadrowa komorki somatycznej zostaje poddana strukturalno-funkcjo-
nalnej rearanzacji do postaci zespotdw przedwczesnie skondensowanych chromo-
somow skonfigurowanych w pseudomejotyczng ptytke metafazowa. Chromosomy
metafazowe ulegajg nastepnie segregacji w anafazie, ktdra jest spolaryzowana do
strefy kortykalnej ooplazmy. Rozdzielone zespoty chromatyd siostrzanych (chromo-
soméw niehomologicznych) w wyniku towarzyszacej procesowi kariokinezy po-
wtdrnej dekondensacji i odtworzeniu otoczki jadrowej formujg jedno rzekome przed-
jadrze o prawidtowej objetosci nukleoplazmy i haploidalnej liczbie czasteczek DNA
w ooplazmie oraz zbitg mase chromatydowa, eliminowang w postaci haploidalnych
struktur parapolocytarnych. Te wyrzucane pod ostonke przejrzysta oocytu szczat-
kowe komoérki pseudopolocytowe zawierajg jedynie poronne wrzeciono kariokine-
tyczne, ktdre jest otoczone Sladowg objetoscig cytoplazmy (tab.) (3,7,11).

Jezeli sztuczna aktywacja cybrydy klonalnej nie doprowadzi do zainicjowania
procesu przedwczesnej kondensacji egzogennej chromatyny jadrowej, wéwczas ge-
nom komdrki somatycznej o diploidalnej liczbie czasteczek DNA ulega bezposred-
niemu podziatowi kariokinetycznemu na dwa haploidalne mikropseudoprzedjadrza.
Oznacza to, ze takie dikariotyczne cybrydy klonalne utracity zdolno$¢ usuwania
potowicznej liczby czasteczek DNA w wyniku biegunowej cytokinezy. Brak obecno-
$ci rzekomych ciatek kierunkowych w przestrzeni okotozétkowej oocytow zrekon-
struowanych z jader komorek somatycznych w fazach GO/GI cyklu mitotycznego
jest zjawiskiem korzystnym. Zachowujg one prawidtowg ploidalno$¢, czyli sg diplo-
idalne (2n). Natomiast jest to zjawisko niekorzystne w przypadku oocytoéw zrekon-
struowanych z jader komorek w fazach G2/M cyklu mitotycznego. W takich cybry-
dach klonalnych wystepuje bowiem diploidalna liczba chromosoméw (2n) dwuchro-
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matydowych oraz zreplikowana (4C) ilos¢ DNA i moze dochodzi¢ do nieprawidtowos-
ci (mutacji) genomowych, np. tetraploidii. Dlatego tez wykazujg one niskie kompe-
tencje rozwojowe do stadium moruli/blastocysty w warunkach hodowli in vitro, jest
to spowodowane gtéwnie wynikajagcym z miksoploidii blastomeréw (obecnosci
dwoch lub wiecej linii komorek o zr6znicowanym stopniu ploidalnosci) zjawiskiem
mozaicyzmu genetycznego (tab.) (7,9,11).

2.2. Wplyw zwiekszonego stezenia zewngtrzkomoérkowych jonéw Ca*'
na przemodelowanie chromatyny jader komérek somatycznych oraz
przedimplantacyjny potencjat rozwojowy zarodkéw klonalnych uzyskiwa-
nych w wyniku Fe/Ae rekonstruowanych oocytéw

Cheong i wsp. (11) udowodnili, ze w wyniku podwyzszenia stezenia kationdw
wapnia w roztworze do jednoczesnej fuzji i akt}Avacji oocytow rekonstruowanych
Z jader fibroblastéw ptodowych, ktérych cykl mitotyczny zostat zsynchronizowany
in vitro w stadiach GO/GI, wzrastat odsetek dikariotycznych cybryd klonalnych
z okoto 23,0 do 43,0". W tych cybrydach nie zachodzit proces przedwczesnej kon-
densacji chromatyny jadrowej (PCC, ang. Premature Chromatin Condensation), lecz
charakteryzowaty sie one bezposrednig progresja cyklu pseudomejotycznego do in-
terfazy 1 podziatu bruzdkowania, co potwierdzata obecno$é dwéch haploidalnych
mikropseudoprzedjadrzy w diploidalnych zygotach klonalnych o tgcznej liczbie
chromosoméw oraz czgsteczek DNA, odpowiednio, 2n =38 oraz 2C=38. Natomiast
odsetek cybryd klonalnych wykazujacych prawdopodobnie znacznie nizszy poten-
cjat rozwojowy, w ktérych miat miejsce proces PCC jader komoérek somatycznych
oraz proces wyrzucenia pod ostonke przejrzystg rzekomego ciatka kierunkowego
z haploidalng liczba chromosomoéw niehomologicznych (In=19) oraz czasteczek
DNA (1C=19), ulegat istotnemu spadkowi (z ok. 73,0 do 53,0?6). W nastepstwie
szczatkowej cytokinezy biegunowej, ograniczonej tylko do warstwy korowej zre-
konstruowanych oocytdéw, w ich cytoplazmie zdiagnozowano obecno$¢ jednego ha-
ploidalnego pseudoprzedjadrza. Ponadto, w badaniach przeprowadzonych przez
Cheong’a i wsp. (11) stwierdzono dodatniag korelacje miedzy poziomem stezenia jo-
now Ca\'* w roztworze do jednoczesnej fuzji i aktywacji elektrycznej oocytéw Swini
rekonstruowanych z jader fibroblastow ptodowych a odsetkiem pomysinie zfuzjo-
wanych komplekséw cytoplast-komérka somatyczna w stosunku do liczby doj-
rzatych in vitro oocytow poddawanych mikromanipulacjom oraz odsetkiem blasto-
cyst rozwijajacych sie z zaklasyfikowanych do hodowli in vitro cybryd klonalnych.
Gdy zabieg jednoczesnej fuzji i aktywacji rekonstruowanych oocytéw przeprowa-
dzany byt w izotonicznym roztworze mannitolu z dodatkiem 0,1 mM/L CaGl2 przy
zastosowaniu dwdch nastepujacych bezposrednio po sobie impulsow pradu statego
0 natezeniu pola elektrostatycznego 125 V/mm oraz czasie trwania kazdego z nich
rzedu 30 psek, efektywnos¢ elektrofuzji komplekséw ooplast-fibroblast oraz wskaz-
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nik formowania blastocyst klonalnych w warunkach pozaustrojowych utrzymywaty
sie na poziomie, odpowiednio, ok. 67,0 oraz 6,0%. Natomiast w wyniku indukcji fu-
Zji komplekséw enukleowany oocyt-fibroblast ptodowy oraz réwnoczesnej inicjacji
procesu aktywacji rekonstruowanych cybryd klonalnych w roztworze dielektryku
uzupetnionym jonami Ca™+ o0 dziesieciokrotnie wyzszej koncentracji (1,0 mM/L), od-
setek pomyslnie zfuzjowanych z komérkami-dawcami jgder ooplastow oraz odsetek
uzyskanych blastocyst wynosity, odpowiednio, ok. 85,0 oraz 16,0%. Podobng zalez-
no$¢ miedzy stezeniem kationéw wapnia w roztworze do elektroporacji bton cyto-
plazmatycznych kompleksow ooplast-komérka somatyczna a odsetkiem pomysinie
zrekonstruowanych oocytéw $wini oraz odsetkiem blastocyst rozwijajacych sie
z hodowanych in vitro zarodkéw klonalnych zaobserwowano w eksperymentach Lee
i wsp. (12). Podwyzszenie koncentracji jondw Ca™+ z 0,1 mM/L do 1,0 mM/L w roz-
tworze dielektryku do jednoczesnej fuzji i aktywacji oocytéw rekonstruowanych
z jader fibroblastow ptodowych, ktdra indukowana byta poprzez generowanie poje-
dynczego 50-psekundowego impulsu pradu statego o sile pola elektrycznego rzedu
2,0 kV x cm ' doprowadzito zaréwno do zwiekszenia odsetka ooplastow pomysinie
zfuzjowanych z komdérkami-dawcami jader (ok. 68,5 is. 82,5%), jak i odsetka blasto-
cyst uzyskanych w warunkach pozaustrojowych (ok. 12,0 vs. 20,0%).

W badaniach wiasnych (10) zdecydowano sie na wykorzystanie w protokole jed-
noczesnej fuzji i aktywacji rekonstruowanych oocytéw roztworu izotonicznego
mannitolu uzupetnionego chlorkiem wapnia (CaCl2) w koncentracji 20x wyzszej
w stosunku do warto$ci progowej. Ustalong eksperymentalnie niezbedng dawke mi-
nimalng jonéw Ca2+ (0,05 mM/L) powiekszono bowiem do poziomu 1,0 mM/L. Po-
zwolito to na uzyskanie wysokiej (blisko 85,0%) wydajnosci procesu elektrofuzji oo-
plastéw z transfekowanymi fibroblastami skéry dorostych osobnikéw oraz ok. 17,5%
blastocyst w stosunku do liczby pomysinie zfuzjowanych komplekséw ooplast-ko-
morka-dawca jadra. Odsetek uzyskanych w wyniku elektrofuzji komplekséw cyto-
plast-ptodowy fibroblast cybryd klonalnych, ktére zachowaty zywotnos$¢ (nienaru-
szong integralnos¢ ultrastrukturalng plazmolemmy), osiggnat jeszcze wyzszy po-
ziom (ok. 87,0%). Potencjat rozwojowy in vitro do stadium blastocysty cybryd klonal-
nych rekonstruowanych z jader transfekowanych fibroblastow ptodowych byt takze
znacznie wyzszy (ok. 30,0%) (10).

W badaniach przeprowadzonych nad klonowaniem somatycznym s$win przez
Im'a i wsp. (13) efektywno$¢ procesu elektrofuzji komplekséw ooplast-komérka-
-dawca jadra, ktéry byt indukowany w uzupetnionym 1,0 inM/L jonéw Ca’* roztwo-
rze do jednoczesnej fuzji i aktywacji oocytow rekonstruowanych z jader fibrobla-
stéw ptodowych, okazata sie o blisko 10,0% nizsza niz w eksperymentach wiasnych
(10) (ok. 78,0 vs. 87,0%). Podobnie, odsetek blastocyst, ktére uzyskano po 6 dniach
hodowli in vitro zarodkoéw zrekonstruowanych z jader fibroblastow ptodowych,
osiaggnat blisko dwukrotnie nizszag wartos¢ (13) niz w badaniach wiasnych (10)
(ok. 17,0 vs. 30,0%).
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3. Mechanizm przekaznictwa sygnatu wapniowego w aktywacji
transkrypcyjnej gendéw homeotycznych w komérkach zarodkoéw
uzyskiwanych technika klonowania somatycznego

Zrbdznicowane parametry oscylacji wapniowych moga miec istotny wptyw na ak-
tywacje okreslonych czynnikéw transkrypcyjnych, np. czynnikéw biatkowych takich
jak: Oct-1, Oct-2, Oct-3/0ct-4, regulujagcych transkrypcje genow histonowych w ja-
drach blastomeréw zarodkéw klonalnych $wini ulegajacych stopniowemu struktu-
ralnemu przemodelowaniu i epigenetycznemu przeprogramowaniu (tab.). Wykrycie
takich zaleznosci stanowitoby niepodwazalny dowdd na to, ze przekazywanie sy-
gnatu wapniowego w postaci cyklicznych fal wylewéw jonéw Ca*" do ooplazmy
petni bardzo istotng funkcje biotogiczng w sztucznie aktywowanych cybrydach klo-
nalnych, pozwalajac na regulacje metabolizmu na tak podstawowym poziomie, ja-
kim jest indukcja ekspresji gendw. Powstaje zatem fundamentalne pytanie, czy sy-
gnat wapniowy przenoszony w postaci oscylacji w jednakowym stopniu oddziatuje
na rézne procesy regulowane przez jony Ca*"". Obecnie wiadomo, ze czestotliwosc,
a takze amplituda falowych wyrzutéw kationéw wapnia w oocytach ro$nie w miare
wzrostu natezenia bodzca aktywujgcego. Wykazanie Scistego zwiazku pomiedzy pa-
rametrami fizykochemicznymi pulsacyjnych wylewow jondéw Ca™+ a aktywacjg okres-
lonych czynnikéw transkrypcyjnych stanowitoby bezposredni dowdd na to, ze oscy-
lacje wapniowe moga indukowac specyficzng odpowiedz genomu zarodkowego ha
poziomie ekspresji gendw (14-16). Przyjmujac zatozenie, ze rdzny prog wrazliwosci
na czestotliwos¢é, amplitude oraz okres trwania kaskadowych fal wyptywu jonow
Ca™+ dotyczy wielu czynnikéw transkrypcyjnych wystepujgcych w jadrach komoérek
somatycznych wprowadzonych do enukleowanych oocytéw $wini, mozna wysung¢
hipoteze, ze mechanizm ten zapewnia specyfike odpowiedzi egzogennego DNA
w zaleznosci od natezenia sygnatu jonowego. Od rodzaju uaktywnianych czynnikow
transkrypcyjnych zalezy bowiem, jaka pula genéw ulegnie ekspresji na okreslonym
etapie rozwoju przedimplantacyjnego. U podstaw zrdéznicowanego wptywu czesto-
tliwosci, czy, w mniejszym stopniu amplitudy oscylacji wapniowych na aktywnos¢
roznych czynnikéw transkrypcyjnych w cybrydach klonalnych moze leze¢ dtugosé
okresu pottrwania aktywnej formy danego czynnika w podlegajacym epigenetyczne-
mu przeprogramowaniu genomie jgdrowym komdrek somatycznych. Wydaje sie, ze
do rozpoczecia kawitacji zarodka $wini wymagane jest nieprzerwane gromadzenie
w catym rozwoju przedimplantacyjnym produktéw transkrypcji oraz czynnikéw tran-
skrypcyjnych niezbednych do zajscia procesu formowania blastocysty (17-19).
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3.1. Uialeznienie profilu ekspresji genu Oct-3/Oct-4 od parametréw fityko-
chemicznych oscylacji wapniowych w aktywowanych cybrydach klonalnych

Bardzo interesujgce pozostaje pytanie, ktore geny i czynniki transkrypcyjne sg
odpowiedzialne za okreslenie roznych loséw rozwojowych komérek wezta zarod-
kowego i trofoektodermy w blastocystach $wini. Doswiadczenia ostatnich lat poka-
Zuja, ze jednym z takich genéw moze by¢ gen Oct (0TF)-3/0ct (0TF)-4 (ang. Octamer
DNA Motif Binding Protein!Octamer Binding Transcription Factor-3/4), kodujacy czynnik
transkrypcyjny wigzacy sie z oktamerem nukleotydow rdzenia nukleosomowego.
Nalezy on do rodziny biatek POU, czyli biatek zawierajacych domene homeotyczna,
tzw. homeodomene, potaczong ze specyficznym motywem HTH (motyw uskrzydlo-
nego a-heliksLi-p-skretu-a-heliksLi; z ang. Winged Helix-Turn-Flelix), rozpoznajagcym
specyficzne sekwencje nukleotydowe w obrebie zewnetrznej powierzchni podwoj-
nego a-heliksLi DNA (14,20,21). Przypuszcza sie, ze cytoplazmatyczny kompleks
czynnika transkrypcyjnego Oct-4 jest defosforylowany przez Ca™-zalezng fosfata-
ze. Aktywna podjednostka biatka Oct-4 przemieszcza sie nastepnie do jadra komor-
kowego pochodzenia somatycznego w poszczegolnych blastomerach zarodka klo-
nalnego, gdzie indukuje transkrypcje okre$lonych genéw. Podjednostka ta moze
ulega¢ w nukleoplazmie szybkiej refosforylacji i powraca¢ na drodze transportu ak-
tywnego lub dyfuzji utatwionej (z udziatem nos$nikéw biatkowych, np. eksportynyl
wspétdziatajacej z nukleoporyng RanBP2/NUP358 i GTPazg Ran) do cytoplazmy bla-
stomerow w bardzo krotkim czasie (prawdopodobnie krotszym niz | minuta).
Utrzymanie zatem podwyzszonej aktywnosci biatka Oct-4 wymaga stosunkowo wy-
sokiej czestotliwosci, a tym samym krotszego okresu trwania oscylacyjnych impul-
sOw wapniowych, dostarczanych rekonstruowanym oocytom wraz z dziataniem
sztucznych aktywatorow. Wszystko wskazuje na to, ze tylko w takich warunkach
mozliwa jest ekspresja genu Oct-4 w genomowym DNA komorek somatycznych ule-
gajacym epigenetycznemu przeprogramowaniu przez caty okres rozwoju przedim-
plantacyjnego (tab.).

3.2. Wplyw supresji transkrypcyjne) genu Oct-3/Oct-4 na niska jako$é zarod-
kéw klonalnych uzyskiwanych w nastepstwie nieodpowiednich procedur
sztucznej aktywacji zrekonstruowanych oocytéw

Sugeruje sig, ze aktywno$¢ genu kodujacego czynnik transkrypcyjny Oct-4 zwig-
zana jest z zachowaniem przez blastomery totipotencji. Zréznicowana tkankowo
ekspresja genu Oct-4 obserwowana jest po raz pierwszy w rozwoju ontogenetycz-
nym w czasie formowania blastocysty. Stwierdzono brak biatka Oct-4 w komdrkach
trofoblastu, wykrywa sie je tylko w wezle zarodkowym, czyli embrioblascie (ICM,
ang. Inner Cell Mass) (17,22,23). W przypadku zbyt stabej aktywacji zrekonstruowa-
nych oocytow $wini, ktéra prowadzi do generowania pulsacyjnych wyrzutéw jonow
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0 bardzo niskiej czestotliwosci i amplitudzie, ekspresja genu Oct-4 w blasto-
merach utrzymywataby sie na bardzo niskim poziomie w wyniku braku regresyw-
nych zmian epigenetycznych w stopniu metylacji reszt cytozyny DNA transferowa-
nych jader komoérek somatycznych (tab.). Z kolei represja transkrypcyjna genu Oct-4
w jadrach wiekszosci blastomeréw zarodkdw klonalnych $wini mogtaby by¢ gtéwng
przyczyng zaburzen w procesach embriomorfogenetycznych i formowania blasto-
cyst o obnizonej jakosci, ocenianej na podstawie catkowitej liczby komdrek oraz
tzw. pseudoblastocyst, z niezbyt wyraznie wyodrebnionym weztem zarodkowym
i niewielkg objetoscig blastocelu, a takze formowania figur parablastocystarnych,
przypominajacych puste pecherze trofoblastyczne (nie zawierajace embrioblastow)
(4,9,14,19).

4. Znaczenie sztucznej aktywacji oocytow dla proceséw strukturalnego
przemodelowania chromatyny jadrowej oraz epigenetycznego
przeprogramowania genomu komorek somatycznych w zarodkach
klonalnych

Chociaz nie ustalono dotad jednoznacznej definicji okreslajacej przeprogramo-
wanie jader komoérkowych, to jednak mozna przyjac, ze proces ten, a przynajmniej
jego wstepny etap, obejmuje wszystkie zmiany konformacyjne i cytobiochemiczne,
ktérym podlegaja jadra komoérek somatycznych w interfazie podziatu mitotycznego
po wprowadzeniu do ooplastow, ktorych cykl mejotyczny zostat fizjologicznie za-
blokowany w metafazie Il (MIl). Te zmiany konfiguracyjne prowadza w nastepstwie
sztucznej aktywacji zrekonstruowanych oocytow do upodobnienia sie tych jader
pod wzgledem strukturalno-funkcjonalnym do przedjadrzy zygoty. Jadro komorki
somatycznej wprowadzone do dojrzatego in vitro lub in vivo oocytu, niezaleznie od
tego, czy zostato dostarczone na drodze fuzji komérkowej czy mikroiniekcji, podle-
ga swoistym procesom transformacji ultrastrukturalnej oraz konwersji molekular-
nej, ktoére sg analogiczne do tych, jakie zachodzityby we wiasnym aparacie jadro-
wym oocytu. Pomimo usuniecia materiatu genetycznego oocytu, wysoko receptyw-
na cytoplazma enukleowanego oocytu MIl zachowuje wiaSciwosci narzucajgce
wprowadzonemu jadru taki stan, jaki miatoby jej whasne jadro w tym samym sta-
dium mejozy. Dlatego tez, zjawisko morfologicznej adaptacji chromatyny mitotycz-
nej do warunkow cytofizjologicznych ooplazmy jest uzaleznione od podporzadko-
wania sie genomu komorki somatycznej oddziatywaniu biatkowych czynnikéw regu-
latorowych w poszczeg6lnych punktach kontrolnych (restrykcyjnych) Il. podziatu
mejotycznego oocytu. To zjawisko swoistego nasladowania, tj. mimetyzmu, proce-
séw molekularnych, towarzyszacych naturalnemu przebiegowi cyklu mejotycznego
jest okreslane jako przejscie DNA genomowego komoérki-dawcy jadra z mitotycznej
do pseudomejotycznej kontroli jego aktywnosci transkrypcyjnej i metabolicznej
(24,25). jezeli do nieaktywowanych, wyjadrzonych oocytéw Mil wprowadzi sie ja-
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kiekolwiek jgdra interfazowe, to pod wptywem wysokiego stezenia czynnika dojrze-
wania mejotycznego (MPF) i stabilizujgcego go czynnika cytostatycznego (CSF, ang.
Cytostatic Factor) dochodzi w nich bardzo szybko do: 1) zaniku otoczki jadrowej
(NEBD, ang. Nuclear Envelope Breakdown) oraz 2) dyspersji jaderek. W kolejnym eta-
pie ma miejsce 3) kondensacja chromatyny i wyr6znicowanie sie chromosomoéw,
ktére zostajg zakotwiczone centromerami do mikrotubuli kinetochorowych phytki
metafazowej uformowanej w obrebie wrzeciona kariokinetycznego. Ten ostatni
proces, nosi nazwe spiralizacji de novo, respiralizacji lub przedwczesnej spiralizacji
(kondensacji) chromosoméw, badz chromatyny interfazowej komorki-dawcy jadra
(PCS oraz PCC, ang. Premature Chromosome Spiralizatton/Premature Chromosome (Chro-
matin) Condensation). Nomenklatura ta wynika z faktu odréznienia tego procesu od
zmian konfiguracji przestrzennej obejmujgcych zaawansowang heterochromatyni-
zacje genomu i spiralizacje chromosoméw potomnych (niehomologicznych) pod-
czas fizjologicznej metafazy Il. podziatu mejotycznego, tzn. zachodzacej we wiasci-
wym momencie cyklu komoérkowego (po przekroczeniu interkinetycznego punktu
restrykcyjnego MI/MII) (26,27).

4.1. Etapy strukturalnego przemodelowania chromatyny jader komaérek so-
matycznych w zrekonstruowanych oocytach przed i po sztucznej aktywa-
cji ich programu rozwojowego

W s$rodowisku cytoplazmatycznym oocytu-biorcy, egzogenna chromatyna po-
chodzenia somatycznego podlega zatem oddziatywaniu enzymatycznych czynnikow
warunkujacych charakter jej konformacyjnych rearanzacji w sposob Scisle zwigzany
z przebiegiem cyklu mejotycznego. Czynniki te to MPF i CSF w stadium metafazy Il
oraz kompleks biatkowy ligazy ubikwitynowej, inicjujacy anafaze podziatu wyréw-
nawczego (Ali), czyli cyklosom (APC/C, ang. Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome)
po przekroczeniu punktu kontrolnego wrzeciona kariokinetycznego stadiow MII/AIL
Chromatyna komdrki-dawcy jadra podlega takze oddziatywaniu biatkowych czynni-
kéw regulujacych epigenetycznie poziom jej aktywnosci transkrypcyjnej. Sg nimi:
1) ooplazmatyczne i/lub nukleoplazmatyczne (kariolimfatyczne) inhibitory kompety-
cyjne metylotransferaz/metylaz DNA (DNMTs, ang. DNA Methyltransferases/Methyla-
ses), m.in. blokery izosteryczne izoenzymdw DNMTIo i DNMT3a/3b; 2) represory ak-
tywnosci biatek wigzacych sie ze zmetylowanymi dinukleotydami, tzw. wysepkami
konfiguracyjnymi CpG (5'’-cytydyno-3'-monofosforylo-5'-guanozyny-3’), czyli minise-
kwencjami paliandromowymi “CpC DNA genomowego (MeCPs, ang. Methyl-CpG-
-Binding Proteins) oraz (3) acetylotransferazy/acetylazy histonéw H3/F14 (FIATs, ang.
Histone Acetyitransferases/Acetylases). Do tej grupy czynnikdw nalezg réwniez: 4) inhi-
bitory izosteryczne deacetylaz biatek histonowych (HDACs, ang. Histone Deacetyla-
ses); 5) biatka supresorowe metylotransferaz histonéw (HMTs, ang. Histone Methyl-
transferases) oraz 6) demetylazy/deiminazy histonow (HDMs, ang. Histone Demethyla-
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ses/Deiminases) i 7) ztozone kompleksy biatkowe o aktywnosci enzymatycznej ATPaz,
odpowiedzialne za architektoniczng (konformacyjng) rearanzacje chromatyny Jadro-
wej (ChRs, ang. Chromatin Remodeling Complexes) (28,29).

Wystawienie nagiej oraz silnie skondensowanej w wyniku NEED i PCC chromaty-
ny oraz biatek jagdrowych na diugotrwate dziatanie czynnikdéw ooplazmatycznych,
determinujacych epigenomowo-zalezny profil ekspresji lub supresji transkrypcyjnej
gendw, jest warunkiem koniecznym do tego, aby zaszto pelne przemodelowanie
i przeprogramowanie jader komdrek somatycznych, a w konsekwencji prawidtowy
rozwoj zrekonstruowanych oocytéw (24,26,30).

Konformacyjne przemodelowanie wprowadzonych jader nie jest zjawiskiem jed-
norazowym, lecz ciggiem przemian zachodzacych podczas kolejnych podziatow mi-
totycznych w okresie bruzdkowania zarodkow. Z tego wzgledu dodatkowa runda
NEED i PCC, jakiej podlegajg jadra somatyczne w ooplazmie dojrzatych oocytéw,
moze mie¢ korzystny wptyw na ich przemodelowanie. Z wydtuzeniem czasu ekspo-
zycji jader somatycznych na dziatanie czynnikéw ooplazmatycznych wzrasta sto-
pien zaawansowania strukturalno-funkcjonalnych modyfikacji jader komérkowych,
co z kolei wptywa na prawidtowy przebieg ztozonych i wielofazowych przemian, ja-
kim podlegajg jadra w odpowiedzi na zewnetrzny sygnat aktywacyjny (26,31,32).
W standardowym modelu postaktywacji oocyty sg pobudzane do dalszego rozwoju
w kilka godzin po transplantacji jadra komorkowego. Po sztucznej aktywacji zre-
konstruowanego oocytu wokdt zdekondensowanej chromatyny powstaje nowa otocz-
ka jadrowa, a odtworzone jadro interfazowe rozpoczyna program przemodelowa-
nia konfiguracji przestrzennej zgodnie z przebiegiem cyklu komorkowego aktywo-
wanego oocytu. Pierwszg oznakg architektonicznego przemodelowania jgdra jest
jego pecznienie (NS, ang. Nuclear Swelling) w ooplazmie. Znaczny wzrost objetosci
jadra jest obserwowany w zrekonstruowanych oocytach $wini. Rozpulchnienie ufor-
mowanych po ukonczonym podziale pseudomejotycznym jader interfazowych jest
procesem kilkustopniowym i w korcu prowadzi do osiaggniecia przez nie rozmiarow
zblizonych do rozmiaréw przedjadrzy fizjologicznych. Dlatego tez jadra odtworzo-
ne, w nastepstwie sztucznej aktywacji cybryd klonalnych, bardzo czesto okresla sie
mianem rzekomych przedjadrzy lub pseudoprzedjadrzy. Stanowig one struktural-
no-funkcjonalny ekwiwalent wiasciwych przedjadrzy, ktore powstajg w warunkach
fizjologicznych po zaptodnieniu oocytu. Prawidtowe ich uformowanie jest podsta-
wowym symptomem wskazujgcym z jednej strony na pelng i szybka odpowiedz
oocytu na sygnaly jonowe dostarczane przez sztuczne aktywatory, a z drugiej - na
wysoka efektywnos¢ zastosowanej po rekonstrukcji enukleowanego oocytu proce-
dury aktywacji (tab.). Zwiekszenie $rednicy jadra interfazowego jest spowodowane
prawdopodobnie przemieszczaniem sie pewnych biatek ooplazmatycznych do ka-
riolimfy, a takze po6zniejsza wymiang biatek pomiedzy cytoplazmg komédrki-biorcy
a nukleoplazmg wprowadzonego jadra (17,24). Wazng role w procesie przemodelo-
wania i przeprogramowania jgdrowego odgrywa wymiana czynnikéw zaangazowa-
nych w regulacje zaréwno struktury chromatyny, jak i tkankowo-specyficznej eks-
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presji gendw, na czynniki pochodzace z oocytu. Czynniki te moga pokierowac zmia-
nami konfiguracji przestrzennej chromatyny jadrowej, zgodnie z aktualnymi wyma-
ganiami zrekonstruowanego oocytu i zarodka. Wydtuzona ekspozycja chromatyny
komérki somatycznej - dawcy jadra na dziatanie biatek strukturalnych i enzyma-
tycznych oocytu-biorcy jest konieczna do prawidtowego zainicjowania procesu prze-
programowania genomu przed aktywacjg programu rozwojowego cybrydowej zygo-
ty klonalnej. W zarodkach zrekonstruowanych z interfazowych jader somatycznych
w fazach GO i G1 cyklu komérkowego indukowane sg albo procesy: NEED, PCC, a na-
stepnie NS (w przypadku protokotu postaktjAvacji lub jednoczesnej fuzji i aktywa-
cji), albo tylko NS (przy wyborze protokotu preaktywacji). W tym ostatnim przypad-
ku wprowadzenie jadra do enukleowanego oocytu, w ktérym byto juz obecne jadro
obtonione, nie powoduje zadnych zmian morfologicznych przeniesionego jadra,
a najwyzej jego wzrost.

Okres, w ktérym zachodza NEED, PCC i/lub NS, dotyczy zastepowania czynnikow
biatkowych zwigzanych z chromatyng jadrowa biatkami pochodzenia ooplazmatycz-
nego, a DNA genomowy jest epigenetycznie modyfikowany, w celu petnego prze-
modelowania i przeprogramowania, niezbednego do utrzymania rozwoju ontoge-
netycznego zarodka do konca cigzy (tab.) (26,33,34).
ktorych cykl mitotyczny zostat sztucznie zablokowany w prometafazie lub metafa-
zie w nastepstwie ich kilkugodzinnej ekspozycji na dziatanie odwracalnych inhibito-
réw polimeryzacji tubuliny wtdkien kinetochorowych i biegunowych wrzeciona po-
dziatowego oraz widkien gwiazdzistych astrosfery (centrosfery) diplosomowej (naj-
czesciej kolcemidu [demekolcyny] lub nokodazolu). Poniewaz chromatyna prometa-
fazowa lub metafazowa jest silnie zespiralizowana (skondensowana) i generalnie
transkrypcyjnie nieaktywna, wymiana pofaczonych z chromatyng czynnikéw ko-
niecznych do przeprogramowania genomu musi nastapi¢ podczas dekondensacji
chromatyny komdrki-dawcy po aktywacji zrekonstruowanego oocytu. Oznacza to,
ze czynniki wymagane do przemodelowania i przeprogramowania egzogennej chro-
matyny sa obecne w cytozolu podczas wznowionego 1l podziatu pseudomejotycz-
nego oraz pierwszego cyklu mitotycznego bruzdkowania zarodkéw i nie ulegajg
biodegradacji bezposrednio po aktywacji oocytu. Dlatego tez przestrzennie prze-
modelowane jadra interfazowe, pochodzace z przedwczesnie skondensowanej
chromatyny, tj. zdespiralizowanych chromosoméw parametafazowych (pseudome-
tafazowych) komdrek somatycznych, nazywane sg strukturami parapronuklearnymi
lub pseudoprzedjadrzami. Przypuszcza sie, ze dopiero w tej zdespiralizowanej
i zdekondensowanej de novo chromatynie interfazowej o znacznie zwigkszonej ob-
jetosci somatogenicznego pseudoprzedjadrza nastepuje inicjacja procesu przepro-
gramowania epigenetycznie uwarunkowanej aktywnosci transkrypcyjnej genomu ja-
drowego (tab.) (31,35).

Cofniecie transkrypcyjnego ,,zegara biologicznego” genomu komoérek somatycz-
nych, ktére utracity juz swojg totipotencje lub pluripotencje w procesie réznicowa-
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nia, do statusu jadra zygoty, musi obejmowac zaréwno przemodelowanie chromaty-
ny jadrowej jak i przeprogramowanie genomu w celu petnego przywrocenia zarod-
kowego wzorca ekspresji gendéw (36,37). Przemodelowanie wprowadzonych jader
dotyczytoby zatem zachodzacych w obrebie somatycznej chromatyny przemian tau-
tomerycznych jej konformacji okreslanych tgcznie mianem konstytucyjno-metabo-
licznej rearanzacji aparatu jgdrowego (27,30). Wadliwe przemodelowanie (rearan-
zacja) konfiguracji przestrzennej chromatyny jadrowej komorek somatycznych w po-
tomnych blastomerach bruzdkujacych zarodkéw klonalnych moze byé uwarunkowa-
ne nieprawidtowymi zmianami konformacyjnymi i epigenetycznymi powstatymi
w czasie przedwczesnej kondensacji chromosoméw w cytoplazmie zrekonstruowa-
nych oocytow, ktére sg z kolei powodem réznic w zdolnosci do odtwarzania interfa-
zowej postaci chromatyny jadrowej (tj. formowania pseudoprzedjadrzy) przez cy-
brydowe zygoty klonalne. Ponadto moze mie¢ ono wptyw na bledne modyfikacje
kowalencyjne biatek histonowych konstytutywnej heterochromatyny jadrowej (gtow-
nie w regionie pericentromerowym chromosomow) w kolejnych stadiach rozwoju
przed- i poimplantacyjnego zarodkéw oraz ptodéw klonalnych. To z kolei moze za-
hamowa¢ przeprogramowanie wielu genéw pochodzacych z jadra komorki soma-
tycznej, ktdre sg podstawowe dla poszczegllnych faz embrio- i fetogenezy. Inhibi-
Cja procesu przeprogramowania poszczeg6lnych genéw miataby miejsce wskutek
indukcji nukleosomowej supresji transkrypcyjnej w réznicujacych sie komérkach za-
rodkowych i ptodowych (tab.) (36,38,39).

Tabela

Znaczenie sztucznej aktywacji oocytéw rekonstruowanych z jagder komdrek somatycznych

Wptyw aktywacji na: Inicjacja i regulacja procesow:
! 2

przekroczenie punktu kontrolnego metafaza 11/ anafaza Il podziatu mejotycznego

wznowienie i ukoriczenie cyklu (wyréwnawczegolekwacyj nego)

inejotycznego  zrekonstruowanego

oocytii spadek poziomu i aktywnosci czynnikow MFF oraz CSF (kaskady enzymatycznej kinaz

ERK/MAPK) poprzez degradacje proteasomowsa cyklin B i A w anafazie Il
przejscie z mejotycznej do mitotycznej kontroli cyklu komérkowego
strukturalne oraz epigenetyczne przemodelowanie chromatyny komoérki-dawcy jadra
oraz uformowanie pseudoprzedjadrzy
determinacja genetycznej/epigenetycznej kontroli przed- i poimplantacyjnych kom-
petencji rozwojowych zarodkéw i ptodéw klonalnych:
uruchomienie programu rozwojo- -wplyw na stopieri ekspresji genéw gtéwnych dla rozwoju przedimplantacyjnego np,
wego zarodka klonalnego Oct-3/Oct-4 lub regulacji proceséw apoptozy embrionalnej np. bad
-wplyw na przeprogramowanie pamieci epigenetycznej DNA jadrowego komorki so-
matycznej:
-uwarunkowana epigenetycznie kontrola aktywnosci transkrypcyjnej genéw oraz
proceséw zwiazanych ze zjawiskiem rodzicielskiego pietna gametycznego (im-
printingu genomowego)
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| 2

. . wplyw na ooplazmatyczny wzorzec dziedziczenia genomu mitochondrialnego:
uruchomienie programu rozwojo-

wego zarodka Klonaliiego -ograniczenie zjawiska heteroplazmii mtDNA oraz zaburzen w komunikacji miedzy

genomem jadrowym i mitochondrialnym

4.2. Etapy przeprogramowania pamieci epigenetycznej genomu jadrowego
komérek somatycznych w aktywowanych cybrydach klonalnych

Przeprogramowanie aktywnosci transkrypcyjnej DNA jadrowego komorek soma-
tycznych obejmowatoby zmiany epigenomowe, przebiegajgce dwustopniowo w pre-
i postimplantacyjnej fazie rozwoju zarodkéw klonalnych $wini. Informacja epigene-
tyczna, w odroznieniu od informacji genetycznej, ktora zapisana jest w sekwencji
nukleotydéw DNA (tj. jego strukturze 1-rzedowej), zakodowana jest w strukturze
i funkcjach kowalencyjnych modyfikacji DNA oraz biatek bistonowych. Modyfikacje
te stanowig procesy metylacji reszt cytozyny taricucha polinukleotydowego podwdj-
nej a-helisy DNA jadrowego i/lub mitochondrialnego oraz procesy metylacji i acety-
lacji reszt lizyny, badz argininy histonéw H3 oraz H4 rdzenia nukleosomowego
chromatyny jadrowej (36,40). Wymienione procesy moga mie¢ charakter globalny
i obejmowac w sposéb ciagly znaczng cze$¢ genomu jagdrowego i/lub mitochondrial-
nego lub moga by¢ ograniczone do pewnych specyficznych sekwencji di-, tri- i oligo-
nukleotydowych DNA (zaréwno eksondw, intronéw, sekwencji niepowtarzalnych/
/unikatowych jak i sekwencji powtarzajacych sie tandemowo lub w sposéb rozpro-
szony w caltym genomie). Mogg one ogranicza¢ sie takze do krotkich sekwencji
reszt aminoacylowych w tancuchach polipeptydowych biatek bistonowych lub do
niektorych struktur przestrzennych chromatyny jadrowej.

Analiza jakosciowa i ilosciowa tych modyfikacji jest przedmiotem badan nowej
gatezi genetyki molekularnej okreslanej mianem epigenomiki. Profil pamieci epige-
netycznej zalezy zatem z jednej strony od czestotliwosci metylacji DN/Vhistonéw
i stopnia acetylacji biatek bistonowych, a z drugiej - od wzajemnych korelacji mie-
dzy tymi dwoma rodzajami modyfikacji kowalencyjnych genomu oraz od stosunku
ilosSciowego globalnych lub sekwencyjnie-specyficznych miejsc metylacji DNA do
miejsc metylacji i deacetylacji histonéw lub jego odwrotnosci, tj. liczby miejsc de-
metylacji DNA do liczby miejsc demetylacji i acetylacji histondw (41,42). Przeprogra-
mowanie epigenetycznej pamieci komorkowej dotyczy réwniez strukturalno-funk-
cjonalnych rearanzacji chromatyny jadrowej zwigzanych ze zmianami dtugosci ter-
minalnych odcinkéw chromosomow, czyli telomerdw (43,44). Epigenomowe mody-
fikacje biochemiczne w obrebie chromatyny telomerowej uzaleznione sg z kolei od
aktywnosci biokatalitycznej enzymu telomerazy (45,46). Prawidtowy przebieg prze-
programowania epigenetycznej kontroli aktywnosci transkrypcyjnej genomu komo-
rek somatycznych w zarodkach klonalnych jest takze w duzym stopniu uwarunko-
wany inhibicja represji nukleosomowej DNA przez zalezne od ATP wielopodjednost-
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kowe biatka z rodziny brahma np. BRGI oraz BRM, ktére sg homologiczne z czynni-
kami biatkowymi drozdzy Saccharomyces cerevisiae z grupy SWI2/SNF2 (ang. Switch of
Mating Type/Sucrose Non-Fermenting). Te kompleksy biatkowe zaangazowane sa w prze-
budowe chromatyny somatycznej (zmiany w topologii DNA) najpierw w ooplazmie
oocytu-biorcy jadra, a nastepnie w cytozolu blastomeréw zarodkéw znajdujacych
sie w kolejnych stadiach rozwoju przedimplantacyjnego (32,37,47). Zaréwno infor-
macja zapisana w kodzie genetycznym jak i tzw. pamie¢ epigenetyczna sg dzie-
dziczne, a zaburzenia ich dziedziczenia wystepujg w czasie nieprawidtowego lub
niepetnego przeprogramowania (rearanzacji) aktywnosci transkrypcyjnej genomu
jadrowego w przed- i poimplantacyjnym rozwoju (39,48).

W pierwszym etapie, proces epigenetycznego przeprogramowania jagder komé-
rek somatycznych obejmuje dwucykliczng fale intensywnej demetetylacji aktywnej
(niezaleznej od replikacji) i pasywnej (zaleznej od replikacji) w obrebie reszt cytozy-
ny DNA, ktorej towarzyszy hiperacetylacja i demetylacja reszt lizyny i argininy histo-
now (gtéwnie H3 oraz H4) (30,49). jej poczatkowa faza zachodzi miedzy stadium zy-
goty, a péznym stadium 4-komaérkowym, w ktérym ma miejsce inicjacja aktywnosci
transkrypcyjnej genomu zarodkowego $wini, czyli przejécie z matczynej do zarod-
kowej kontroli nad ekspresjg gendéw niezbednych do dalszego rozwoju. Natomiast
kocowa faza demetylacji DNA oraz demetylacji i acetylacji biatek histonowych
przypada na okres embriogenezy miedzy stadium 6-8-blastomerowym a stadium
moruli/blastocysty (50,51).

Drugi etap epigenetycznie uwarunkowanego przeprogramowania aktywnosci
transkrypcyjnej rozpoczyna sie od gwattownej remetylacji potowicznej (hemimety-
lacji) reszt cytozyny DNA w komédrkach epiblastu, ktérej towarzyszy deacetylacja
i metylacja tub di-/tri-metylacja de novo histonéw rdzenia nukleosomowego - w sta-
dium poznej blastocysty ulegajacej procesowi gastrulacji. Podczas gdy w komorkach
linii somatycznej, wywodzacych sie z wezta zarodkowego blastocysty ma miejsce
przywrdcenie globalnych modyfikacji epigenetycznych w formie remetytacji reszt
cytozyny w obrebie dinukleotydéw CpG (5'-cytydyno-3'-monofosforylo-5'-guanozy-
ny-3’), to w komorkach pozazarodkowych pochodzacych z linii komorek trofoekto-
dermalnych utrzymywany jest stan hipometylacji genomu jadrowego komorek-daw-
cow (20,32,38). Modyfikacje epigenomowe prowadzg tacznie do zmian w stopniu
ekspresji poszczegolnych gendw na skutek represji/supresji nukleosomowej (tj. wy-
ciszenia, ang. silencing) lub stymulacji (tj. wzmocnienia, ang. enhancing) ich aktywnosci
transkrypcyjnej (27,33).
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5. Czy metoda rekonstrukcji enukleowanych oocytow moze wywotaé
przedwczesng stymulacje programu rozwojowego cybrydowych zygot
klonalnych?

5.1. Znaczenie depozytéw wapniowych zlokalizowanych w jadrze komoérki so-
matycznej dla procesu transdukcji przedwczesnego sygnatu aktywujacego
w cybrydach klonalnych

Nie mozna wykluczy¢, ze technika elektrofuzji komplekséw ooplast-komdrka-
-dawca jadra, stosowana powszechnie do rekonstrukcji enukleowanych oocytéw
w klonowaniu somatycznym $win, jest powodem przedwczesnej mobilizacji we-
wnatrzkomorkowych rezerwuaréw wapniowych w ooplastach. Wyjasnienie lezy,
by¢ moze, w zdolnosci czesci transferowanych jader komoérkowych do generowania
pulsacyjnych wyrzutéw Ca™+ po rozpadzie ich otoczki jadrowej (NEBD) w $rodowi-
sku cytoplazmatycznym cybrydowych zygot klonalnych. Znaczna cze$¢ heteropla-
zmatycznej puli endogennych kationéw wapnia i magnezu w interfazowych komor-
kach somatycznych przenika juz przez pory otoczki jadrowej do przestrzeni mie-
dzybtonowej jadra komérkowego (tzw. przestrzeni okotojadrowej). Odbywa sie to
na zasadzie transportu aktywnego z udziatem specyficznej ATPazy zaleznej od jo-
now Ca+ i Mg2+, czyli jadrowej pompy wapniowej, podobnej do tej wystepujacej
w siateczce srodplazmatycznej (ER, ang. Endoplasmic Reticulum), jest ona zlokalizo-
wana w zewnetrznej btonie jadrowej (52), natomiast w wewnetrznej btonie otoczki
jadrowej znajduja sie kanaty, ktére uwalniajg bezposrednio do nukleoplazmy jony
Ca™+ oraz w mniejszym stopniu jony IVIg2+, wypetniajace wbrew gradientowi stezeh
przestrzen perinuklearng (53,54). jakie jest stezenie kationéw wapniowych w jadrze
i czy zalezy ono od koncentracji jonow Ca*+ w cytozolu? Niektdrzy z autordw suge-
ruja, Zze sumaryczny poziom wapnia w nukleoplazmie i w przestrzeni miedzybtono-
wej otoczki jadrowej jest taki sam jak w cytoplazmie, gdyz jony Ca+ moga swobod-
nie przenika¢ przez pory jadrowe. Inni autorzy twierdzg za$, ze pory jgdrowe mogg
przyjmowaé konformacje zamknietg i wéwczas stanowig bariere przestrzenng dla
CaM™\, a ich otwarcie powoduje gwattowny naptyw tych jonéw z przestrzeni perinu-
klearnej do kariolimfy lub ich dyfuzje utatwiong badZ bierny transport beznosniko-
wy z przestrzeni okotojgdrowej do cytoplazmy w zaleznosdci od kierunku gradientu
stezenia wapnia (55,56). Aktywnos¢ wielu czynnikéw transkrypcyjnych oraz biatek
enzymatycznych jest jednak zalezna od stezenia jonéw Ca’+ i/lub Mg™ zakumulo-
wanych w Kkariolimfie (52). Sg to m.in. czynniki transkrypcyjne wigzace sie z oktame-
rem nukleotydéw rdzenia nukleosomowego (np. Oct [OTF]-3/Oct [OTF]-4, ang. Octa-
mer DNA Motif Binding Protein/Octamer Binding Transcription Factor-3/4) oraz enzymy
jadrowe z grupy endonukleaz restrykcyjnych (np. DNaza | czy NUCI8), polimeraz
DNA i polimeraz RNA oraz proteaz (proteaz serynowych czy kalpain). Efektywna
elektrofuzja somatycznych komorek-dawcoéw jader z enukleowanymi oocytami
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moze przyspieszy¢ inicjacje dyfuzji utatwionej tych dwuwartosciowych kationéw
(z udziatem biatek nosnikowych, np. eksportyny 1 wspotdziatajacej z nukteoporyng
CAN/NUP214) do cytozotu kionainych hybryd jadrowo-cytoptazmatycznych Swini.
Nukteoporyng CAN/NUP214 jest peryferyjnym biatkiem (glikoproteing) jgdrowych
komplekséw porowych (NPCs, ang. Nuclear Pore Complexes), 0 masie czasteczkowej
214 kDa. Stanowi ona produkt ekspresji onkogenu CAN, zwigzanego z reorganizacijg
(rearanzacjg) chromosomow w komorkach ostrej biataczki szpikowej cziowieka.
Proces docytoptazmatycznego transportu kationdw wapniowych i magnezowych
w cybrydowych zygotach klonatnych miatby najprawdopodobniej miejsce po biode-
gradacji biatek jadrowych kompleksow porowych (NPCs) na skutek dezagregacji
otoczki jadrowej indukowanej fosforylacjg lamin przez czasteczki aktywnej kinazy
CDKIl/p34~"% (ang. Cyclin-Dependent Kinase 1/34 kDa Celi Division Control 2 Protein Ki-
nase) pochodzenia oocytarnego, ktora stanowi podjednostke katalityczng czynnika
MPF. Z kolei elektryczna mikroporacja ptazmotemmy ooptastu i indukowany w jej
wyniku pojemnos$ciowy naptyw ektopowych jonoéw Ca™+ do srodowiska cytoptazma-
tycznego rekonstruowanego oocytu moze zapoczatkowac aktywacje wewnatrzbto-
nowych domen receptoréw powierzchniowych, skoniugowanych z kinazg tyrozy-
nowg tub biatkiem sprzegajacym nukleotydy guaninowe z grupy guanozyno-5'-difos-
foranéw tub guanozyno-5'-trifosforanéw (GDP/GTP), tj. biatkiem Gp/Gg. Aktywacja re-
ceptorowej kinazy tyrozynowej lub biatka Gp/Gg przebiegataby przy wspétudziale
jondw wapnia i magnezu uwolnionych z kariotimfy interfazowych jader komoérek so-
matycznych do ooplazmy. Te dwa ostatnie biatkowe czynniki regulacyjne mogtyby
stymulowaé centrum katalityczne enzymu fosfoinozytydazy, odpowiedzialnego za
hydrolize fosfatydyloinozytolo-4,5-b/sfosforanu (PIP2, ang. Pliosphatidylinositol 4,5-Bi-
sphosphate) do myo-inozytolo-l ,4,5-tr/sfosforanu (11uSP3, ang. Myo-Inositol-1,4,5-Tri-
sphosphate) i 1,2-diacyloglicerolu (DAG, ang. Diacyiglicerol) (15,57,58). Przytaczenie li-
gandéw InsP3 do swoistych receptorow kanatdw wapniowych generowatoby kaska-
dowag serie oprdznien wewnatrzoocytarnych depozytéw Ca™+ az do momentu uru-
chomienia mechanizmu dodatniego sprzezenia zwrotnego miedzy szybkoscig wy-
nurzania sie oscylacyjnych wyrzutéw wapnia a progresywnym blokowaniem synergi-
stycznym (odwraztiwianiem) receptoréw InsP3-zateznych kanatdw wyptywu wapnia
przez makroczasteczki agonistow i jony Ca+ (59,60).

5.2. Interferencja sygnatéw kalcemicznych w cybrydach kitonatnych uzyskiwa-
nych w wyniku jednoczesnej fuzji i aktywacji ooptastéw i komoérek soma-
tycznych

Stymulacja endogennego szlaku transdukcji sygnatu wapniowego w rekonstru-
owanych oocytach za posSrednictwem heteroptazmatycznych i kariolimfatycznych
kationéw wapnia komoérek somatycznych moze prowadzi¢ do aktywacji fosfotipazy
A2 oraz tzw. niepojemnosciowego, czyli niezaleznego od stopnia opréznienia maga-
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zyndw ER, naptywu egzogennych jonéw Ca*+ do cybryd klonalnych. Naptyw ten jest
indukowany przez kwas arachidonowy i ma miejsce tylko podczas trwania oscylacji
wapniowych (61,62). Przypuszcza sie zatem, ze interfazowe jadra komoérkowe wpro-
wadzone do ooplastéw na drodze ich elektrofuzji z komérkami somatycznymi do-
starczajg rekonstruowanym oocytom dostatecznie silnych sygnatéw stymulujacych
wewnatrzkomérkowe depozyty wapniowe. Ponadto, sygnaty te s3 wspomagane przez
wiasciwe bodzce aktywujace, aplikowane w trakcie elektropermeabilizacji bton cy-
toplazmatycznych. Inng przyczyng przedwczesnego uruchomienia kanatéw uwalnia-
nia endogennych jonéw Ca™+ z magazynow wewnatrzkomérkowych moze byc¢ takze
proces starzenia sie rekonstruowanych oocytéw Swini w nastepstwie stosunkowo
czasochtonnego (2-4-godzinnego) zabiegu klonowania somatycznego (63,64). Wy-
zwolony w starzejacych sie enukleowanych oocytach $wini mechanizm spontanicz-
nej autoaktywacji, poprzedzajacej pojawienie sie wtasciwej fali przyrostu kationéw
wapniowych generowanej przez bodzce fizyczne (impulsy elektryczne) w momencie
jednoczesnej fuzji i aktywacji rekonstruowanych oocytéw moze znacznie zwiekszyé
efektywnos$¢ sztucznej stymulacji cybryd klonalnych do dalszego rozwoju. Wysokie
natezenie sygnatow jonowych w rekonstruowanych oocytach $wini spowodowane
natozeniem sie na siebie efektdw oscylacji jonéw Ca”+ wywotanych dwoma roznymi
czynnikami: starzeniem sie oocytow, stopniowo inicjujagcym proces apoptozy oraz
elektroporacjg btony cytoplazmatycznej doprowadza do zwigkszenia sie zdolnosci
rozwojowych hodowanych in vitro zarodkdéw do stadium blastocysty.

6. Préby zapobiegania przedwczesnej aktywacji oocytow $wini
rekonstruowanych technika klonowania somatycznego - praktyczne
mozliwosci i ograniczenia

Ostatnio w klonowaniu somatycznym $wiri zwraca sie szczeg6lng uwage na eli-
minowanie lub ograniczanie wszelkich czynnikéw, ktére moga sprzyja¢ przedwczes-
nej aktywacji cybryd klonalnych. Przedwczesna aktywacja moze bowiem uniemoz-
liwi¢ ekspozycje interfazowych jader oraz dicentriolarnych centrosoméw lub tetra-
centriolarnych diplosoméw komérek somatycznych na regulacyjne oddziatywanie
czynnikéw biatkowych kontrolujacych przebieg cyklu pseudomejotycznego w po-
zbawionej centriol cytoplazmie oocytow Mil swini. Do grupy najwazniejszych biatek
ooplazmatycznych, ktoére majg wptyw na strukturalne przemodelowanie chromaty-
ny oraz centréw organizujgcych cytoszkielet mikrotubularny komorek-dawcow
jader (MTOCs, ang. Microtubule Organizing Centres) nalezg czynnik dojrzewania mejo-
tycznego oocytow (MPF), posiadajacy aktywnos$¢ kinazy histonu HI oraz czynnik cy-
tostatyczny (CSF), ktorego aktywno$¢ jest uwarunkowana przez kaskade enzyma-
tyczng kinaz biatkowych: Mos lub Raf/MEK/MAPK/CDK2 lub p90"®"*, aktywowanych za
posrednictwem mitogenow (C-MAPKs, ang. Cascade of Mitogen-Activated Protein Kina-
ses). Kaskada ta jest zapoczatkowana przez produkty ekspresji protoonkogenéw
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c-mos lub c-raf, tj. odpowiednio, fosfotransferaze biatkowag Mos 0 masie czasteczko-
wej 39 kDa (p39*°") lub fosfotransferaze Raf okres$lang takze p74™** Te tzw. nad-
rzedne serynowo-treoninowe kinazy nalezace do rodziny kinaz kinazy MAPK/ERK
(MAPKKKs/MEKKSs; ang. MAPK/ERK Kinose Kinases) sa odpowiedzialne za fosforylacje
centrum aktywnego kinazy MAPK/ERK (MAPKK/MEK; ang. MAPK/ERK Kinase). Nastep-
nie, uaktywniona posta¢ kinazy MEK fosforyluje reszty aminoacylowe tyrozyny oraz
treoniny w obrebie centrum katalitycznego serynowo-treoninowe] kinazy biatkowej
aktywowanej przez mitogeny (MAPK, ang. Mitogen-Activated Protein Kinase). Ze wzgle-
du na regulacyjny wptyw czynnikdw mitogennych na aktywno$¢ biokatalityczng ki-
nazy MAP, okreslana jest ona takze czesto mianem kinazy o aktywnosci regulowanej
przez sygnaty zewngtrzkomoérkowe (ERK, ang. Extracellular-Regulated Kinase). Ufosfo-
rylowana kinaza MAP/ERK odpowiada z kolei prawdopodobnie posrednio lub bez-
posrednio za regulacje aktywnosci zarowno heterodimerowego kompleksu biatko-
wego kinazy CDK2 (p33™"2) oraz cykliny E lub cykliny A, jak i serynowo-treonino-
wej kinazy o masie czgsteczkowej 90 kDa, katalizujgcej fosforylacje biatka S6 po-
chodzacego z podjednostki mniejszej 40S rybosomow okreslanej mianem kinazy
p90™* (ang. p90 Ribosomal 56 Protein Kinase) (65,66).

6.1. Eliminacja zewnatrzkomoérkowych Zrédet jonéw wapniowych z mediéw
stosowanych do rekonstrukcji enukleowanych oocytéw oraz preaktywacyj-
nej inkubacji cybryd klonalnych

Dwustopniowy mechanizm zabezpieczajacy rekonstruowane oocyty $wini przed
przedwczesng aktywacjg polega na przeprowadzaniu zabiegu transplantacji jgder
komérek somatycznych (fuzji ooplastow i komorek-dawcdw DNA genomowego, badZ
bezposredniej mikroiniekcji doooplazmatycznej karioplastow lub catych komdrek)
w odpowiednio zbuforowanych mediach o niskiej sile jonowej lub w niskoprze-
wodzacych roztworach pozbawionych wapnia i/lub magnezu, a nastepnie na kilku-
godzinnej inkubacji cybryd klonalnych przed wiasciwym momentem ich postakty-
wacji w pozywkach hodowlanych ubogich w jony dwuwartosciowe lub catkowicie
ich pozbawionych (3,67). Przeprowadzanie transferu jgder komérek somatycznych
badz preinkubacji rekonstruowanych oocytéw $wini w warunkach bardzo obnizonej
przenikalno$ci dielektrycznej jonow Ca™+ i/lub Mg™+ umozliwia skuteczne przeciw-
dziatanie zjawisku hiperaktywacji jagdrowo-cytoplazmatycznych hybryd klonalnych.
Zjawisko to jest spowodowane interferencjg efektéw przedwczesnego przyrostu ka-
tionéw wapnia w cytozolu wywotanego gwattownym doooplazmatycznym transpor-
tem jonéw Ca™+ ze $rodowiska zewnatrzkomdrkowego oraz efektow kaskady wy-
rzutéw wapnia z depozytow wewnatrzoocytarnych indukowanej we wtasciwym mo-
mencie zainicjowania aktywacji. Zjawisko hiperaktywacji jgdrowo-cytoplazmatycz-
nych hybryd klonalnych generowane drastycznym naruszeniem homeostazy w go-
spodarce wapniowej oocytu indukuje natychmiastowe uruchomienie szlaku sygna-
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towego apoptozy i zahamowanie procesdw strukturalnego przemodelowania chro-
matyny jadrowej oraz epigenetycznego przeprogramowania DNA genomowego ko-
morek somatycznych w dzielacych sie zarodkach klonalnych (4,33,40).

6.2. Wptyw dtugosci okresu preaktywacyjnej inkubacji zrekonstruowanych
oocytéw na strukturalne przemodelowanie i epigenetyczne przeprogra-
mowanie jagder komdrek somatycznych, przedimplantacyjny potencjat
rozwojowy oraz jakos¢ zarodkow klonalnych $wini

W Klonowaniu somatycznym bydta i matych przezuwaczy (owca, koza) w celu
wiasciwego przygotowania chromatyny jadrowej do postaktywacyjnych przemian
jakosciowych i ilosciowych w jej konfiguracji przestrzennej preferowany jest 3-6-go-
dzinny (68-70) lub nawet diuzszy 6-10-godzinny (71,72) okres preinkubacji zygot
klonalnych w pozywce pozbawionej jonéw Ca™+ i Mg™, lub w pozywce 0 niskiej
sile jonowej. Natomiast, w klonowaniu $wiri zaleca sie¢ skrdcenie tego czasu do 3-4
godzin (2,3,64,67), a nawet 0,5-2 godzin (63,64,73,74). Wyniki doswiadczen prze-
prowadzonych przez Koo i wsp. (8) jednoznacznie wskazujg na wyzsze kompetencije
rozwojowe do stadium blastocysty oraz wyzsza jako$¢ morfologiczna zarodkéw
uzyskanych z hybryd jadrowo-cytoplazmatycznych elektroaktywowanych 2 godziny
po fuzji komplekséw ooplast-komdrka fibroblastyczna, w poréwnaniu z cybrydami
klonalnymi poddawanymi 4- i 6-godzinnej inkubacji przed procedurg sztucznej akty-
wacji. Blastocysty rozwijajace sie z cybrydowych zygot klonalnych aktywowanych
2 godziny po zabiegu transplantacji jader flbroblastéw ptodowych do enukleowa-
nych oocytéw charakteryzowaly sie prawie dwukrotnie wyzszg Srednig liczbg komo-
rek, niz blastocysty uzyskane z hodowanych in vitro cybryd klonalnych, ktore akty-
wowano 6 godzin po rekonstrukcji oocytéw (odpowiednio, 30,4 vs. 16,5 komorek).
Takie przedziaty czasowe miedzy momentem rekonstrukcji oocytéw a momentem
aktywacji zrekonstruowanych oocytéw uwaza sie u tego gatunku za wystarczajace
dla wiasciwych interakcji jadrowo-cytoplazmatycznych w cybrydach klonalnych.
Skrécenie czasu ekspozycji wprowadzonych jader komoérkowych na czynniki cyto-
plazmatyczne oocytu, a tym samym przyspieszenie momentu postaktywacji zrekon-
struowanych oocytow $wini zwigzane jest, jak sie wydaje, z wczesniejszym (w poz-
nym stadium 4-blastomerowym) niz np. u owiec, kdz i bydfa (w stadium 8-16 blasto-
meréw) uruchomieniem aktywnosci transkrypcyjnej wiasnego genomu zarodkowe-
go. Uwaza sie bowiem, ze opdznienie momentu postaktywacji klonalnych hybryd
jadrowo-cytoplazmatycznych Swini wplywa negatywnie na cykl przemian towa-
rzyszacych epigenetycznemu przemodelowaniu i przeprogramowaniu genomu jg-
drowego (NDNA, ang. Nuclear DNA) oraz mitochondrialnego (mtDNA, ang. Mitochon-
drial DNA) komdrki somatycznej podczas pierwszych trzech podziatéw bruzdkowa-
nia. Opodznienie, badz spowolnienie, Kilkustopniowego procesu dynamicznych
zmian konformacji (architektoniki) i metabolizmu transferowanej chromatyny ko-
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morki-dawcy jadra powoduje, ze ukonczenie wymaganych modyfikacji epigenetycz-
nych (demetylacji reszt cytozyny DNA oraz demetylacji i hiperacetylacji reszt lizyny,
badz argininy histondw) genomu jadrowego, jak réwniez odpowiednich interakcji
miedzy genomem jadrowym a mitochondrialnym, przed momentem inicjacji aktyw-
nosci transkrypcyjnej genomu zarodkowego staje si¢ niemozliwe. W wyniku braku
petnej realizacji tych podstawowych dla wczesnej embriogenezy przemian somato-
genicznego DNA genomowego, zarodki klonalne $wini wchodzg w warunkach ho-
dowli in vitro w trwaty i nieodwracalny blok rozwojowy (ang. cleavage-block) w pdz-
nym stadium 4-komoérkowym bruzdkowania (39,40).

6.3. Czy istnieje zalezno$¢ miedzy dtugoscig okresu preaktywacyjnej inkuba-
cji cybrydy klonalnej $wini a rodzajem czynnika aktywujacego jej pro-
gram rozwojowy?

Dlugosé okresu preinkubacji w doswiadczalnym modelu postaktywowanych oocy-
toéw Swini, jak sie wydaje, jest zalezna takze od rodzaju zastosowanego czynnika indu-
kujacego wznowienie zablokowanego w stadium metafazy !l cyklu mejotycznego.
Przed aktywacjg elektryczna, cybrydy zrekonstruowane z jader komdrek somatycz-
nych sg zazwyczaj inkubowane w pozywce o niskiej sile jonowej przez 1-2 godziny
(4,63). Dwustopniowa aktywacja chemiczna z wykorzystaniem kombinacji tiopochod-
nych odczynnikéw organicznych z grupy syntetycznych analogéw zwigzkéw tiofenolo-
wych oraz zwiazkow disulfhydrylowych, tj. odpowiednio, timerosalu (tiomersalu) i di-
tiotreitolu, wymaga jeszcze krétszego czasu trwania preinkubacji zrekonstruowanych
oocytow w pozywce wolnej od jonow Ca’+ i/lub Mg™+, a mianowicie od 30 minut do
| godziny, maksymalnie do 2 godzin (73,74). W przypadku stosowania procedur opar-
tych na potaczeniu standardowej aktywacji chemicznej, z uzyciem antybiotyku jonofo-
rowego - jonomycyny wapnia, z odwracalng inhibicjg cyklino-zaleznych serynowo-
-treoninowych kinaz biatkowych za posrednictwem analogu puromycyny - 6-dimety-
loaminopuryny (6-DMAP), okres ekspozycji transferowanego jadra komorki somatycz-
nej na dziatanie czynnikdw cytozolowych enukleowanego oocytu (ooplastu) jest naj-
czesciej nieznacznie wydtuzony do 2-4 godzin (1-3). Takie odstepy czasowe miedzy
etapem rekonstrukcji cybryd klonalnych $wini a ich aktywacja utatwiajg petne przemo-
delowanie chromatyny jadrowej i przeprogramowanie DNA genomowego komorek
somatycznych, jednak nie sg one state i moga ulega¢ mniejszym lub wigkszym zmia-
nom w zalezno$ci od zastosowanych czynnikéw aktywujacych.

7. Podsumowanie

Pomimo roznic w molekularnym mechanizmie przyrostu wewnatrzkomérkowej
koncentracji jonéw Ca™+ w cybrydach klonalnych $wini, wiekszo$¢ powszechnie
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stosowanych aktywatoréw (impulsy elektryczne, antybiotyki jonoforowe) indukuje
tylko pojedynczg fale oscylacji kationdw wapnia, zamiast powtarzalnych serii pulsa-
cyjnych wyrzutéw jondéw Ca™+ generowanych podczas zaptodnienia. Dlatego tez za-
skakujacy moze wydawac sie fakt, ze krotkotrwaty wylew kationdw wapnia z endo-
gennych rezerwuardw zrekonstruowanych oocytéw, ktéry inicjowany jest przez sty-
mulacje roznych Sciezek/czynnikéw tego samego szlaku transdukcji sygnatéw we-
wnatrzkomoérkowych, okazuje sie wystarczajacy, w niektérych przypadkach, do uru-
chomienia petnego przed- ifub poimplantacyjnego programu rozwojowego zarod-
kéw klonalnych. Ponadto zaobserwowano pewng tendencje wzrostowg w skutecz-
nosci aktywacji wérdd starzejgcych sie oocytdw w stosunku do $wiezo dojrzatych
mejotycznie oocytow, szczegOlnie w przypadku ekspozycji cybryd klonalnych na
dziatanie egzogennych czynnikéw stymulujacych, ktore wywotuja pojedynczy (przej-
Sciowy) wyrzut wewnatrzoocytarnych jonéw Ca2+. W zwigzku z tym, obecnie pro-
wadzone sg proby nad wydtuzaniem okresu, w ktorym zachodza oscylacje we-
wnatrzkomorkowego stezenia jonéw wapniowych w cybrydach klonalnych $wini.
Takie protokoty aktywacyjne moglyby znaleZz¢ powszechne zastosowanie w klono-
waniu somatycznym $win oraz innych gatunkéw zwierzat gospodarskich z wykorzy-
staniem oocytow-biorcéw jader wykazujgcych szybkie tempo dojrzewania mejo-
tycznego in vitro (3,67).

Ostatnio badania nad sztuczng aktywacjg cybryd klonalnych $wini koncentrujg
sie raczej na sprzezeniu procedur indukujacych wielokrotng mobilizacje wewnatrz-
komorkowych magazynéw wapniowych, ktére obejmujg zmultiplikowang elektro-
stymulacje lub prolongowanie czasu inkubacji rekonstruowanych oocytow w roz-
tworach o podwyzszonym stezeniu antybiotykéw jonoforowych, z systemami diu-
gotrwatej (kilkugodzinnej) supresji aktywnosci cyklino-zaleznych kinaz biatkowych,
m.in. czynnika dojrzewania mejotycznego (MPF) oraz kinazy aktywowanej przez mi-
togeny (MAPK) (1-4,10).

Podstawowym warunkiem praktycznego stosowania wielu metod sztucznej akty-
wacji zrekonstruowanych oocytéw $Swini musi by¢ ich wysoka efektywnosé, ktorej
uzyskiwanie bedzie mozliwe tylko w wyniku prowadzenia dalszych, szczegétowych
badan nad poznaniem molekularnych mechanizméw przekazywania sygnatéw jono-
wych, dostarczanych cybrydom klonalnym wraz ze wzrostem stezenia kationow
wapnia w ooplazmie (4,63,64). Optymalnym wzorcem sztucznej aktywacji bytby
wzorzec zblizony do naturalnej aktywacji oocytu $wini, inicjowanej przez pene-
trujacy plemnik podczas zaptodnienia, ktory indukuje kaskade proceséw odpowie-
dzialnych za uwalnianie do ooplazmy wolnych jondw wapnia w postaci serii pulsa-
cyjnych wyrzutéw. Na obecnym etapie badan, jak sie wydaje, wymagania te spel-
niajg jedynie takie aktywatory jak timerosal w kombinacji z ditiotreitolem (73,74).

Praca finansowana ze $rodkéw na nauke w latach 2009-2012 jako projekt badawczy wiasny
nr N N31 315936.
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