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Summary

The efficiency of somatic cell nuclear transfer (SCNT) technology in mamma­
lian species remains unsatisfactory. One of the main causes of low developmental 
capability of pre- and peri-implanted somatic cell cloned embryos is the high oc­
currence of apoptotic cell death, which is prompted by incorrect calcium signal­
ing. The latter is accompanied by upregulation of the members from the Bcl-2 
protein family in the blastomeres of SCNT embryos derived from the recon­
structed oocytes exposed to artificial activating factors that induce the phenome­
non of Ca2+ ion excitotoxicity. Overexpression of antiapoptotic proteins from the 
Bcl-2 family plays a fundamental role in suppression of different pathways involv­
ing intracellular transduction of programmed cell death signal in the somatic cell 
cloned embryos. Enhancement of Bcl-2 synthesis in the cytoplasm as well as on 
the outer/cytoplasmic surface of cisterns and tubules of granular endoplasmic re­
ticulum (ERg) and thereby increase in its concentration and activity in the mem­
branes of ER and mitochondria prevents the redistribution of free calcium cations 
from ER to mitochondria. The purpose of this article is to provide an overview of 
the current knowledge on molecular aspects of controlling calcium intracellular 
homeostasis in mammalian SCNT embryos, in which apoptotic cell death was 
stimulated by an improper activation of reconstituted oocytes.
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1. Wstęp

Mechanizm przekazywania sygnału wapniowego w cytozolu ooc3^ów zrekonstru­
owanych techniką klonowania somatycznego, który został nieprawidłowo zainicjowa­
ny przez fizyczne lub chemiczne czynniki aktywujące, może prowadzić nie tylko do 
stymulacji programu rozwojowego zarodków, lecz także może powodować stopnio­
we uruchomienie genetycznie zaprogramowanego systemu przekazywania sygnału 
apoptotycznego, odpowiedzialnego za czynną autodestrukcję komórek w przedim- 
plantacyjnych zarodkach klonalnych. Z kolei, uruchomienie molekularnego scenariu­
sza apoptozy w zarodkach ssaków jest podstawowym elementem mechanizmu regu­
latorowego przedimplantacyjnej fazy embriogenezy oraz śmiertelności zarodków 
w stadium blastocysty. W błonach retikulum endoplazmatycznego oraz w zewnętrz­
nej błonie mitochondrialnej komórek dzielących się zarodków, zapoczątkowany zo­
staje wówczas program nadekspresji białek Bad i Bax, które są przedstawicielami kla­
sy agonistów (promotorów) apoptozy z rodziny białek Bcl-2 (ang. B-Cell Leukemia/Lym- 
phoma-2), regulujących proces samobójczej śmierci fizjologicznej (1,2). Nazwa tej ro­
dziny, obejmującej zarówno białka inhibitorowe, jak i stymulatorowe procesu progra­
mowanej śmierci komórek, pochodzi od produktu ekspresji protoonkogenu bcl-2, 
pierwotnie wykrytego w białaczkach i chłoniakach wywodzących się z limfocytów B. 
Wzrost stężenia i poziomu aktywności proapoptotycznych białek Bad (ang. Bcl-2 Ago­
nist of Cell Death) i Bax w błonach różnych kompartmentów wewnątrzkomórkowych 
przyczynia się do przyśpieszenia zwrotnej akumulacji jonów Ca^+ w cysternach i ka­
nalikach siateczki śródplazmatycznej. Do zwiększenia szybkości i pojemności maga­
zynowania de novo kationów wapnia w świetle ER prowadzi proces stymulacji czynno­
ściowej specyficznych pomp wapniowych należących do rodziny retikularnych ATPaz 
zależnych od jonów Ca^+ i Mg^+ (ERCA/ERCMA, ang. Endoplasmic Reticulum Ca^'^ and 

-Dependent ATPase). Z kolei reakumulacja jonów wapniowych w depozytach ER 
zwiększa natężenie wewnątrzkomórkowego przepływu wolnych kationów wapnia 
z siateczki śródplazmatycznej do mitochondriów (3,4). Ponadto, nasilenie aktywności 
translacyjnej cząsteczek mRNA, będących produktami transkrypcji protoonkogenów 
bad oraz bax indukuje wzrost częstotliwości oraz amplitudy falowych wyrzutów jo­
nów Ca^+ zmagazynowanych w retikulum endoplazmatycznym. jest to następstwem 
podwyższenia poziomu gęstości oraz aktywności lnsP3-zależnych kanałów wapnio­
wych (5,6). Kolejnym efektem oddziaływania białek Bad oraz Bax, które jednocześnie 
pełnią funkcję inhibitorów aktywności antyapoptotycznych białek z podrodziny Bcl-2, 
jest intensyfikacja transportu aktywnego kationów wapniowych do otoczki jądrowej 
i nukleoplazmy jąder komórkowych. Ten ostatni proces katalizowany jest przez jądro­
we ATPazy zależne od jonów Ca^+ i Mg^+, będące przedstawicielami pomp wapnio­
wych z rodziny NCA/NCMA (ang. Nuclear Ca^^- and Mg^^-Dependent ATPase), podobnej 
do tej występującej w ER (7-9).

Udowodniono, że u bydła i świni domowej nasilenie ekspresji proapoptotycz­
nych białek z rodziny Bcl-2, takich jak Bax oraz obniżenie ekspresji antyapoptotycz-
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nych białek z rodziny Bcl-2, takich jak Bcl-2 i/lub Bel- XLnie są zjawiskami specyficz­
nymi tylko dla hodowanych in vitro zarodków klonalnych. Są one powszechne także 
w odniesieniu do hodowanych w warunkach pozaustrojowych zarodków, które wy­
produkowane zostały metodą zapłodnienia in vitro (IVF, ang. In Vitro Fertilization). Na 
podstawie wyników badań przeprowadzonych u tych gatunków zwierząt gospodar­
skich wykazano również, że częstość występowania obu tych zjawisk była znacznie 
wyższa wśród blastocyst rozwijających się w warunkach ex vivo z zarodków uzyska­
nych w następstwie klonowania somatycznego łub zapłodnienia in vitro niż wśród 
blastocyst rozwijających się w warunkach wewnątrzustrojowych (w macicy ciężar­
nych samic-dawczyń) z zarodków uzyskanych w następstwie zapłodnienia in vivo 
(10-13). Ponadto zdiagnozowano, że w warunkach hodowli in vitro ekspresja proto- 
onkogenów bax i bcl-2, oceniana na podstawie ich aktywności transkrypcyjnej i/lub 
na bazie aktywności translacyjnej produktów ich transkrypcji, była znacznie wyższa 
w odniesieniu do blastocyst bydła rozwijających się z zygot zrekonstruowanych 
z jąder fibroblastów tkanki skórnej dorosłych osobników niż w odniesieniu do bla­
stocyst rozwijających się z zygot zrekonstruowanych z jąder fibroblastów płodo­
wych lub z jąder komórek wzgórka jajonośnego pęcherzyków jajnikowych dojrza­
łych płciowo jałówek i krów. W komórkach blastocyst klonalnych wszystkich trzech 
typów zachowana była taka sama zależność - nadekspresji cząsteczek mRNA i/lub 
białek Bax w stosunku do transkryptów i/lub białek Bcl-2. Z kolei, jedynie w przy­
padku blastocyst klonalnych uzyskanych z zarodków zrekonstruowanych z jąder fi­
broblastów tkanki skórnej dorosłych osobników aktywność transkrypcyjna protoon- 
kogenu kodującego antyapoptotyczne białko Bcl-2 utrzymywała się na poziomie 
zbliżonym do profilu ekspresji tego genu w komórkach hodowanych ex vivo zarod­
ków w stadium blastocysty uzyskanych w wyniku procedury IVF (11,14). Na podsta­
wie analizy porównawczej wyników badań nad klonowaniem somatycznym bydła 
i świń można wnioskować, że stymulacja nie tylko aktywności transkrypcyjnej pro- 
toonkogenu kodującego proapoptotyczne białko Bax, lecz także aktywności transla­
cyjnej produktów transkrypcji genu bax może być jedną z głównych przyczyn znacz­
nego obniżenia przed- i okołoimplantacyjnych kompetencji rozwojowych zarodków 
klonalnych w stosunku do potencjału rozwojowego in vitro oraz in vivo zarodków 
wyprodukowanych w następstwie zapłodnienia pozaustrojowego (10,15-17).

2. Rola białek rodziny Bcl-2 w regulacji gospodarki wapniowej 
w apoptotycznych komórkach zarodków klonalnych

Wzrost stężenia, a także wzrost aktywności głównych białek regulatorowych 
z rodziny Bcl-2, należących do klasy antagonistów apoptozy - białka Bcl-2 oraz 
w mniejszym stopniu Bc1-Xl, jest prawdopodobnie mechanizmem obronnym komó­
rek zarodków klonalnych przed przekroczeniem punktu nieodwracalności procesu 
apoptozy. Mechanizm ten jest obserwowany w błonach organelli stanowiących
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wewnątrzkomórkowe magazyny jonów Ca^+ takich jak siateczka śródplazmatyczna 
i mitochondria (18,19). Przypuszcza się, że te białka są bezpośrednio odpowiedzial­
ne za spadek tzw. spoczynkowego poziomu koncentracji wapnia w retikulum endo- 
plazmatycznym [Ca^+jER, spowodowany obniżeniem stężenia zarówno jego formy 
zjonizowanej, należącej do tzw. mobilnej puli kationów wapniowych, jak i odwra­
calnie schelatowanej przez spec3diczne białka sensorowe jonów Ca^+ (głównie kal- 
retikulinę). Zmniejszenie poziomu kationów wapniowych zgromadzonych w świetle 
cystern i kanalików ER ma wpljAV na kinetykę opróżniania tych wewnątrzkomórko­
wych rezerwuarów Ca^+. Dokonuje się to poprzez redukcję szybkości i pojemności 
uwalniania jonów wapnia za pośrednictwem kanałów błonowych zależnych od myo- 
-inozytolo-1,4,5-tr/sfosforanu (lnsP3_ ang. Myo-lnositol-1,4,5-Trisphosphate) (rys., 20,21). 
Efektem spowolnienia tempa redystrybucji jonów Ca^+ z siateczki śródplazmatycz- 
nej gładkiej i szorstkiej do cytozolu blastomerów zarodka klonalnego jest spadek 
częstotliwości, a także amplitudy kolejno generowanych oscylacyjnych wyrzutów 
kationów wapnia (22,23). To z kolei prowadzi stopniowo do skrócenia całkowitego 
czasu trwania, a ponadto do obniżenia poziomu przejściowego przyrostu cytopla- 
zmatycznej koncentracji wolnych jonów wapniowych [Ca^''']^ w stanie spoczynko­
wym blastomerów zarodka. Ten specyficzny stan niewrażliwości komórek zarodka 
klonalnego na zewnętrzne bodźce stymulujące przypada na okres rozwoju przedim- 
plantacyjnego następujący bezpośrednio po sztucznej aktywacji zrekonstruowanych 
hybryd jądrowo-cytoplazmatycznych (24-26).

2.1. Molekularne mechanizmy interakcji antyapoptotycznych białek rodziny 
Bcl-2 z ATPazami wapniowymi w błonach siateczki środplazmatycznej 
komórek zarodkowych

Wynikiem spadku spoczynkowego poziomu przyrostu [Ca^+j,., indukowanego przez 
nadekspresję antyapoptotycznych białek Bcl-2 oraz Bc1-Xl w dwuwarstwie fosfolipido- 
wej błon ER, jest zmniejszenie stężenia głównego białka sensorowego kationów wap­
nia - kalmoduliny - w cytozolu komórek zarodków klonalnych. Przyczynia się to na 
zasadzie ujemnego sprzężenia zwrotnego do obniżenia gęstości oraz zahamowania 
aktywności retikularnych ATPaz zależnych od jonów Ca^+ i Mg2+ (ERCA/ERCMA) 
wskutek ich progresywnego odwrażliwiania (desensytyzacji) (rys.). Enzymy te speł­
niają funkcję pomp wapniowych, które odpowiedzialne są za czynny transport katio­
nów wapnia z cytoplazmy do światła retikulum endoplazmatycznego. Efektem zmian 
w kinetyce akumulacji jonów Ca^+ w świetle siateczki śródplazmatycznej, które spo­
wodowane są osłabieniem zdolności transportującej ATPaz wapniowych, jest zatem 
zmniejszenie szybkości i pojemności magazynowania de novo kationów wapniowych 
w ER, tj. ich reselcwestracji od cytozolowej puli Ca^'*' (27,28). Przypuszcza się, że spowol­
nienie i obniżenie stopnia reakumulacji kationów wapnia w świetle retikulum endo­
plazmatycznego komórek zarodków klonalnych jest wywołane wzrostem koncentracji
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Rys. Ogniwa anty- i proapoptotycznej regulacji wewnątrzkomórkowego stężenia wolnych jonów 
wapnia [Ca^+jj w komórkach zarodków klonalnych. W błonach retikulum endoplazmatycznego (ER) 
obejmują one: 1) kanały wapniowe zależne od myo-inozytolo-1,4,5-tnsfosforanu, 2) specyficzne ATPazy 
zależne od jonów Ca2+ i Mg^+ (ERCA/ERCMA) i ich inhibitory (fosfolamban), 3) kanały kationowe lub chi- 
merowe (kationowo-anionowe), które są formowane przez białka Bcl-2 i/Iub anionowe kanały zależne od 
transmembranowego potencjału elektrochemicznego (VDAC), 4) elektroneutralne wymienniki K+/Ca2+ 
lub H+/Ca2+ oraz 5) białka wiążące wapń (CaBPs) m.in. kalretikulina, białka GRP78 (BiP) i GRP94, enzym 
PDl; w zewnętrznej błonie mitochondrialnej - 6) wysoce selektywne dla jonów Ca^+ transmembranowe 
nośniki (uniportery wapniowe) i ich inhibitory; w zewnętrznej błonie otoczki jądra komórkowego - 7) 
specyficzne ATPazy zależne od jonów Ca^+ i Mg^+ (NCA/NCMA), a w plazmolemmie - 8) wymieniacze so- 
dowo-wapniowe (antyportery Na+ZCa^+j oraz 9) kanały jonowe typu GRAC, które są odpowiedzialne za 
pojemnościowy napływ zewnątrzkomórkowych jonów Ca^+ do cytoplazmy, będący rezultatem opróż­
nienia magazynów wapnia zlokalizowanych głównie w ER (szczegółowe objaśnienia w tekście)
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i aktywności zlokalizowanych na zewnętrznej powierzchni dwuwarstwy białkowo- 
-fosfolipidowej błon ER cząsteczek fosfolambanu, który należy do podrodziny/klasy 
specyficznych endogennych inhibitorów kompetycyjnych ATPaz typu ERCA/ERCMA 
(29,30) (rys.). Istnienie takiego mechanizmu odwracalnego zahamowania funkcji ak­
tywnego transportu jonów Ca^+ przez pompy wapniowe ER zostało potwierdzone 
przez model supresji in vitro procesu aktywacji ścieżki przekazywania sygnału apopto- 
tycznego w płodowych komórkach fibroblastycznych za pośrednictwem wysoce se­
lektywnych inhibitorów pomp wapniowych z grupy nieodwracalnych blokerów ATPaz 
siateczki śródplazmatycznej (31,32). Trwała inhibicja kompetycyjna pomp wapnio­
wych indukowana oddziaływaniem na komórki takich mediatorów chemicznych jak 
np. tapsigargina (TG, lakton seskwiterpenowy wyizolowany z rośliny Thapsia galganica, 
będący również promotorem transformacji nowotworowej komórek) lub 2,5-diterty- 
butyrylo-1,4-benzohydrokwinon (tBuBHQ) prowadziła do progresywnego opróżniania 
wewnątrzkomórkowych magazynów wapnia w ER oraz w mitochondriach (33,34). 
Wyniki tych badań mogą świadczyć raczej nie tyle o bezpośrednim wpływie antyapop- 
totycznych białek Bcl-2 na aktywność ATPaz z rodziny ERCA/ERCMA, lecz o pośrednim 
efekcie ich oddziaływania na enzymatyczne pompy wapniowe poprzez stymulację 
(modulowanie funkcji) specyficznych inhibitorów ATPaz zależnych od jonów Ca^+ 
i Mg^+ z grupy integralnych białek błonowych retikulum endoplazmatycznego (35,36). 
Klasycznym przykładem regulatorowej roli białek Bcl-2 w stosunku do odwracalnych 
blokerów pomp wapniowych ER jest inicjacja aktywności najlepiej poznanego przed­
stawiciela tej klasy białek - fosfolambanu, który stanowi niskocząsteczkowe, integral­
ne białko błonowe siateczki śródplazmatycznej. Dopiero jego fosforylacja przez za­
leżną od cyklicznego 3’,5’-adenozynomonofosforanu (cAMP, ang. Adenosine 3’,5’-Cyclic 
Monophosphate) kinazę białkową A (PKA, ang. Protein Kinase A) lub zależną od Ca2+-kal- 
moduliny kinazę białkową typu 11 (CaM-PK-11, ang. Ca^~^/Calmodulin-Dependent Protein 
Kinase II) znosi jego hamujące działanie i sprawia, że aktywność ATPazy wapniowej 
ponownie wzrasta (27,37,38). jednakże, w wyniku braku uzupełniania przez unie- 
czynnioną za pośrednictwem fosfolambanu Ca^+-ATPazę malejącego poziomu mobil­
nej puli wapnia, tj. jego formy zjonizowanej w cysternach i kanalikach siateczki śród­
plazmatycznej gładkiej i szorstkiej, dochodzi w nich do gwałtownej aktywacji białek 
wiążących wapń (CaBPs, ang. Calcium-Binding Proteins) i zwiększenia ich funkcji chela- 
torowej w stosunku do wolnych jonów Ca^+ (39) (rys.).

2.2. Biochemiczne przyczyny nabywania przez białka Bcl-2
molekularnej kompetencji do formowania kanałów jonowych 
w błonach siateczki śródplazmatycznej komórek zarodkowych

Straty w obrębie mobilnej puli kationów wapniowych wewnątrz cystern i kanali­
ków ER wzrastają w następstwie indukowanej głównie przez antyapoptotyczne 
białka Bcl-2 zwiększonej przepuszczalności błon ER dla protonów (H'*"), jonów me­
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tali jednowartościowych (K+) i dwuwartościowych (Ca^'*') oraz w mniejszym zakre­
sie dla anionów chlorkowych (Ch) (24,28). Nie mogą być one zrekompensowane 
w wyniku uwarunkowanej przez aktywację Ca^+-ATPaz akumulacji wapnia w świetle 
ER. Zwiększenie przecieku jonów wapnia ze światła retikulum endoplazmatycznego 
do cytozolu komórek zarodka jest w znacznym stopniu uzależnione od: 1) formowa­
nia przez białka Bcl-2 w dwuwarstwie lipidowej błon ER kanałów jonowych o niskim 
stopniu selektywności w stosunku do kationów i/lub 2) tworzenia przez nie chimero- 
wych (kationowo-anionowych) kanałów napięciowo-zależnych o szczególnie wyso­
kim stopniu przewodnictwa w stosunku do dodatnio naładowanych jonów o niskiej 
energii hydratacji, a zatem jonów Ca^+ (rys.). Ten ostatni rodzaj kanałów stanowią 
tzw. kanały wapniowo- i wodorowo (oksoniowo)-chlorkowe (Ca2+/H+(H30+)/Cl ). 
Charakterystyczna dla nich jest jednokierunkowa (symportowa) przepuszczalność 
jonotropowa, tzn. albo docytozolowa, albo do wnętrza cystern i kanalików ER, a to 
oznacza, że ich nośnikowe funkcje współtransportowe uwarunkowane są dynamicz­
nymi zmianami transmembranowego potencjału elektrochemicznego na powierzch­
ni zewnętrznej (cytoplazmatycznej) oraz na powierzchni wewnętrznej (luminalnej) 
błon siateczki śródplazmatycznej (5,40). Generowany przejściowo za pośrednictwem 
obu typów kanałów błonowych ER nadprogowy przyrost koncentracji wolnych ka­
tionów wapniowych w cytoplazmie komórek powyżej punktu krytycznego, wyzna­
czanego przez ekstremum 10'^ M/L, wykracza poza fizjologiczne możliwości adap­
tacyjne przedimplantacyjnych zarodków klonalnych, tj. granicę ich wewnątrzkomór­
kowej tolerancji na podwyższone stężenie jonów Ca^+ wahające się w przedziale 
od 10'^ do 10'^ M/L. Dlatego też ulega on następnie zmniejszeniu poniżej górnej 
wartości progowej tzw. spoczynkowego poziomu zmian koncentracji wapnia (rzędu 
10'^ M/L) poprzez wzrost frekwencji usuwania jonów Ca^^ do środowiska pozako- 
mórkowego (pożywki hodowlanej) (23,31). Eliminacja kationów wapnia z cytopla- 
zmy komórek zarodka odbywa się wbrew gradientowi stężeń za pośrednictwem 
zlokalizowanych w plazmolemmie jonowymiennych układów, które wykazują wysoką 
zdolność do jednoczesnego transportu w przeciwstawnych kierunkach kationów 
o różnym ładunku elektrostatycznym. Układy te określane są mianem wymieniaczy 
sodowo-wapniowych lub antyporterów Na+/Ca2+, a ich przeciwprądowe funkcje 
nośnikowe są zależne od hydrolizy adenozyno-5’-trifosforanu (ATP, ang. Adenosine 
S’-Trisphosphate) (rys., 18,41). Z kolei znaczny spadek parametrów biofizycznych (am­
plitudy, częstotliwości oraz jednostkowego i całkowitego czasu trwania) oscylacji 
wapniowych w cytozolu komórek zarodków klonalnych, hodowanych in vitro, 
prowadzi do obniżenia szybkości i wielkości pojemnościowego dokomórkowego na­
pływu egzogennych jonów Ca^+ na zasadzie transportu nośnikowego biernego, tj. 
uniportu przez kanały wapniowe typu CRAC (ang. Release-Activated Ca^'^ Channels), 
które są okresowo formowane w błonie cytoplazmatycznej (rys.). Stymulacja czyn­
nościowa kanałów CRAC jest bezpośrednio skorelowana ze wzrostem stopnia opróż­
nienia retikulum endoplazmatycznego z puli wolnych (nieschelatowanych) kationów 
wapnia, a zatem ze wzrostem kinetyki docytozolowego uwalniania jonów Ca^+ za
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pośrednictwem lnsP3-zależnych kanałów wapniowych. Konsekwencją spadku prze­
puszczalności jonotropowej kanałów CRAC w plazmolemmie jest gwałtowna reduk­
cja trwałego (resztkowego) poziomu cytozolowej koncentracji kationów wapnia 
(28,42,43).

2.3. Molekularne mechanizmy interakcji białek Bcl-2 z mitochondrialnymi 
uniporterami wapniowymi w komórkach zarodka

Przypuszcza się, że odbywająca się za pośrednictwem białek Bcl-2, o ekspresji 
specyficznej dla błon ER, redukcja dolnej granicy stałego stężenia jonów Ca^"*" w sta­
nie spoczynkowym komórki do tzw. wartości podprogowej jest sygnałem do gwał­
townego osłabienia kinetyki dyfuzji ułatwionej kationów wapniowych do zlokalizo­
wanych w sąsiedztwie cystern i kanalików siateczki śródplazmatycznej mitochondriów. 
Za proces wspomaganej domitochondrialnej translokacji kationów wapnia odpowie­
dzialny jest system wysoce selektywnych dla Ca^+ przezbłonowych nośników, nazy­
wanych uniporterami wapniowymi. Umiejscowione są one w obrębie zewnętrznej 
błony mitochondrialnej (44,45) (rys.). Mitochondria stanowią bowiem rodzaj specy­
ficznych zbiorników o dużej i relatywnie trwałej pojemności buforowej w stosunku 
do Ca^^, przyczyniając się tym samym do przejściowej immobilizacji tych jonów 
w obiegu wewnątrzkomórkowym. Wzrost aktywności antyapoptotycznych białek 
Bcl-2 pochodzących z błon ER inicjuje zatem przyśpieszenie spadku amplitudy przyro­
stu koncentracji wolnych kationów wapnia w przestrzeni międzybłonowej i matriks 
mitochondrialnej. Z kolei akceleracja tego ostatniego procesu indukuje stopniowo na 
zasadzie dodatniego sprzężenia zwrotnego zwiększenie aktywności również frakcji 
integralnych białek Bcl-2 w zewnętrznej błonie mitochondrialnej (7,46). Bezpośred­
nim tego efektem jest podwyższenie wartości elektrochemicznego potencjału trans- 
membranowego w mitochondriach i towarzyszące temu procesowi zmniejsze­
nie przepuszczalności błon mitochondrialnych (47,48). Prowadzi to do zahamowania 
uwalniania do cytozolu komórek zarodka kilku czynników apoptogennych. Zalicza się 
do nich np. 1) proapoptotyczne białko/flawoproteinę AlF (ang. Apoptosis Inducing Fac­
tor) o masie molekularnej 57 kDa, wykazujące znaczną homologię do oksydoreduktaz 
oraz zdolność aktywacji prokaspazy-3; 2) cytochrom c, określany również mianem 
drugiego czynnika aktywującego kaskadę proteaz apoptotycznych (Apaf-2, ang. Apop­
tosis Protease Activating Factor-2); 3) białko Smac/DIABLO (ang. Second Mitochondrial 
Activator of Caspases/Direct lAP [Inhibitor of Apoptosis ProteinJ-Binding Protein with Low 
pi), określane jako drugorzędowy/wtórny aktywator kaspaz pochodzenia mitochon- 
drialnego lub białko o niskiej wartości punktu izoelektrycznego, inaktywujące białko­
we czynniki inhibitorowe procesu apoptozy, m.in. inhibitory wielu kaspaz inicjujących 
(-8, -10) i wykonawczych (-3, -6, -7), poprzez ich bezpośrednie wiązanie, a także 4) 
prokaspazy-2, -3 i -9, czyli zymogeny kaspaz należących do inicjatorów fazy wykonaw­
czej (-2, -9) oraz efektorów fazy wykonawczej apoptozy (-3) (49-51).
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Mechanizm dodatniego sprzężenia zwrotnego, który sprowokowany jest przyro­
stem stężenia należących do grupy antagonistów procesu apoptozy integralnych 
białek Bcl-2 w zewnętrznej błonie mitochondrialnej, przyczynia się również do od­
wracalnego zablokowania funkcji translokacyjnych uniporterów wapniowych po­
przez stymulację aktywności ich białek supresorowych w mitochondriach (52,53) 
(rys.). Dowodem wskazującym pośrednio na brak istnienia bezpośrednich interakcji 
między białkami represorowymi apoptozy z podrodziny Bcl-2 a transmembranowy- 
mi domenami białek spełniających rolę nośników specyficznych dla jonów Ca^+ 
w zewnętrznej błonie mitochondrialnej jest model supresji in vitro procesu aktywa­
cji wewnątrzkomórkowego szlaku przekazywania sygnału apoptotycznego w fibro- 
blastach płodowych. W modelu tym, pozaustrojowa represja systemu transdukcji 
hiperkalcemicznej informacji proapoptotycznej odbywała się za pośrednictwem 
wysoce selektywnych inhibitorów uniporterów wapniowych w mitochondriach np. 
m-chlorofenylohydroksycyjanku karbonylowego lub czerwieni rutenowej (40,54). 
Jednakże obniżony poziom kationów wapnia w przestrzeni międzybłonowej oraz 
w macierzy mitochondrialnej nie jest spowodowany jedynie zahamowaniem funkcji 
transportujących przezbłonowych nośników jonów Ca^^ w tych organellach po­
przez specyficzne endogenne inhibitory o niepoznanej dotąd strukturze bioche­
micznej, lecz przede wszystkim spadkiem poziomu przejściowego przyrostu katio­
nów wapniowych w cytoplazmie (55,56) (rys.).

3. Molekularne aspekty oddziaływań białek wiążących kationy wapnia 
z Bcl-2-zaieżnymi kanałami jonowymi w błonach 
siateczki śródplazmatycznej komórek zarodków klonalnych

Za całkowitą koncentrację kationów wapniowych zmagazynowanych w formie 
schelatowanej i niezwiązanej stechiometrycznie w retikulum endoplazmatycznym od­
powiada stan względnej równowagi między aktywną akumulacją jonów Ca^'^ w świe­
tle kanalików i cystern ER, a ich biernym wyciekiem przez kanały jonowe uformowane 
w błonach siateczki śródplazmatycznej przez integralne białka Bcl-2 z grupy inhibito­
rów apoptozy (57,58) (rys.). Naruszenie tego stanu homeostazy wapniowej przez uru­
chomienie ścieżki przekażnictwa ekscytotoksycznego sygnału wapniowego i gwałtow­
ny przyrost cytozolowego stężenia jonów Ca^+ powoduje zwiększenie natężenia akty­
wacji transkrypcyjnej protoonkogenu bcl-2 i stymulację translacji cząsteczek mRNA ko­
dujących białko Bcl-2, co prowadzi do nadekspresji białek Bcl-2 w komórkach przedim- 
plantacyjnych zarodków klonalnych (59,60). Innymi mechanizmami stymulującymi 
przyśpieszenie formowania kanałów jonowych przez białka Bcl-2 są nasilenie modyfi­
kacji potranslacyjnych, tj. glikozylacji i/lub proteolitycznego przetwarzania/dojrzewa­
nia natywnego prekursora tego białka - tzw. pro- lub prebiałka Bcl-2 oraz zmiany kon­
formacji białka Bcl-2 i inicjacja jego oligomeryzacji (61,62). Te procesy biochemiczne 
są zapoczątkowywane albo w wyniku przyłączania się do białek Bcl-2 aktywnych ko-
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faktorów, jakimi mogą być białka wiążące jony wapnia w świetle ER (CaBPs), albo 
w wyniku „wychwytywania” jonów Ca^^ przez domeny asocjacyjne labilnych produk­
tów ekspresji protoonkogenów bcl-2 o masie molekularnej 26 kDa (63,64) (rys.). Przy­
puszcza się nawet, że integralne białka błonowe Bcl-2 oraz Bc1-Xl, zlokalizowane 
w dwuwarstwie lipidowej ścian kanalików i cystern ER, pełnią funkcję białek zakotwi­
czających aktywne białka CaBPs, które zaliczane są do grupy wewnątrzkomórkowych 
białek protekcyjnych w warunkach ekscytotoksyczności sygnału wapniowego. Z kolei, 
białka chelatujące kationy wapniowe indukują prawdopodobnie zmiany konfiguracji 
przestrzennej i/lub przemiany tautomeryczne w strukturze chemicznej białek Bcl-2 
oraz Bc1-Xl, prowadzące do zwiększenia podatności ich form monomerycznych lub ho- 
modimerycznych na oligomeryzację cząsteczek. Oligomeryzacja antyapoptotycznych 
białek Bcl-2 odgrywa z kolei istotną rolę w formowaniu przez te białka w błonach ER 
kanałów jonowych o niskiej selektywności w stosunku do kationów jedno- i dwuwar- 
tościowych, ale o wysokim stopniu przewodnictwa dielektrycznego dla jonów Ca^''" 
(65,66). Katalizowane przez kinazy PKA lub CaM-PK-ll zmiany w stopniu fosforylacji 
poszczególnych reszt aminoacylowych w obrębie specyficznych segmentów w hydro- 
filowych domenach cytoplazmatycznych białek Bcl-2 mają także istotny wpływ na 
zwiększenie przepuszczalności kanałów kationowych lub chimerowych (kationowo- 
-anionowych) kanałów formowanych zarówno przez białka Bcl-2, jak i/lub anionowe 
kanały zależne od napięcia pola elektrostatycznego utworzonego na powierzchni błon 
ER, tj. kanały VDAC (ang. Voltage-Dependent Aanion Channel) (rys., 67, 68). Zmiany bioche­
miczne i biofizyczne, obejmujące wzrost poziomu pH wewnątrz cystern i kanalików 
retikulum endoplazmatycznego oraz obniżenie elektrochemicznego potencjału trans- 
błonowego, które wynikają ze zmniejszenia zawartości kationów wapniowych i wodo- 
rowych/oksoniowych (Ca^'*' i H+/H3O+) oraz anionów chlorkowych (Cl ), mogą powo­
dować zwiększenie średnicy światła, a także wydłużenie czasu otwarcia zależnych od 
Bcl-2 i/lub Bc1-Xl kanałów jonowych. To z kolei wpływa na wzrost częstotliwości oraz 
pojemności przepływu kationów wapnia z ER do cytoplazmy. Natomiast zmiany fizy- 
kobiochemiczne o odmiennym charakterze, czyli zmiany, które dotyczą obniżenia pH 
wywołanego zwiększeniem stężenia i energii jonizacji kationów oksoniowych i anio­
nów chlorkowych w świetle ER oraz wzrostu potencjału transbłonowego, indukują od­
wrócenie kierunku pasywnego „przecieku” kationów wapniowych tzn. z cytozolu do 
cystern i kanalików siateczki śródplazmatycznej (6,69).

Wypływ lub napływ jonów Ca^+ z/do ER przez kanały uformowane za pośrednic­
twem hydrofobowych domen śródbłonowych białek Bcl-2 może sugerować istnienie 
w ich obrębie elektroneutralnych wymienników, które zaangażowane są także we 
wspomaganą translokację (transport bierny nośnikowy) jonów K+ lub protonów 
(rys.). Wymienniki takie mogą potencjalnie pracować w obu kierunkach na zasadzie 
jednoczesnej wymiany przeciwprądowej, czyli antyportu jonów o zmiennej warto­
ściowości dodatniego ładunku elektrostatycznego (kationów metali jedno- lub dwu- 
wartościowych). Ze względu na skierowany albo do światła cystern i kanalików ER, 
albo do cytozolu gradient stężeń jonów K+ lub H+ odgrywają one podwójną rolę.
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tzn. służą albo do gwałtownej eliminacji kationów wapnia z ER (na zasadzie trans­
portu pasywnego, tj. zgodnego z gradientem stężenia Ca^+), albo do doretikularnej 
dyfuzji ułatwionej kationów wapnia (70) (rys.). Gwałtowne obniżenie tzw. spoczyn­
kowego poziomu koncentracji jonów Ca^+ wewnątrz siateczki śródplazmatycznej 
indukowane wzrostem częstotliwości opróżnienia wysoce mobilnych miejsc depo­
nowania wapnia w ER oraz zahamowaniem jego transportu aktywnego do światła 
cystern i kanalików ER powoduje zwiększoną mobilizację miejsc chelatowania ka­
tionów wapnia w obrębie jego białek adaptorowych lub akceptorowych. Natomiast 
podwyższenie wartości tzw. potencjału retencyjnego retikulum endoplazmatyczne- 
go dla sygnalizatora wapniowego poprzez zwiększenie aktywności białek wiążących 
jony Ca^+ (CaBPs) jest niezbędne do „wychwytywania” tych kationów z już znacznie 
ograniczonej puli wapnia w rezerwuarach ER. Zdolność odwracalnego wiązania 
wapnia w formie zjonizowanej przez domeny asocjacyjne białek z grupy CaBPs wy­
nika bezpośrednio z ich niskiego stopnia powinowactwa do jonów Ca^+, a także 
z ich wysokiej jonowymiennej pojemności magazynowania kationów (71,72) (rys.), 
jednakże te właściwości fizykochemiczne białek chelatorowych wapnia są konieczne 
nie tylko do zwiększania pojemności buforowej w świetle kanalików i cystern ER, 
lecz przede wszystkim do pełnienia przez nie specyficznych funkcji regulatorowych 
i protekcyjnych w stosunku do procesów biochemicznych zachodzących w obrębie 
siateczki śródplazmatycznej. Retikulum endoplazmatyczne stanowi bowiem orga­
nellom wielofunkcyjne, które poza pełnieniem roli modulatora i transduktora sy­
gnałów wapniowych jest również miejscem biosyntezy oraz modyfikacji potransla- 
cyjnych białek sekrecyjnych i integralnych białek błonowych (61,62).

Proces translacji odbywa się na rybosomach lub polisomach związanych na po­
wierzchni cytoplazmatycznej błon siateczki, a nowo syntetyzowane łańcuchy poli- 
peptydowe tzw. prekursorów białkowych (probiałek, prebiałek oraz preprobiałek) 
ulegają translokacji do wewnętrznej warstwy cysternowej błon ER. W celu uzyska­
nia pełnej aktywności, natywne białka prekursorowe muszą zostać poddane post- 
translacyjnym procesom modulującym ich właściwości strukturalno-funkcjonalne. 
Centralnym ogniwem skupiającym wielofunkcyjne układy enzymatyczne i inne kom­
pleksy białkowe spełniające rolę regulatorową w stosunku do nowo syntetyzowa­
nych białek są właśnie białka wiążące wapń (CaBPs) w ER (73,74). Związanie katio­
nów wapnia przez domeny asocjacyjne białek CaBPs jest warunkiem koniecznym do 
zmiany ich konfiguracji przestrzennej i uzyskania pełnej aktywności jako kofaktora 
dla szeregu białek enzymatycznych. Te ostatnie są odpowiedzialne albo za przy­
łączanie reszt cukrowcowych do specyficznych sekwencji aminokwasowych (gliko- 
zylację) wielu białek, albo za proteolityczne dojrzewanie/przetwarzanie białek oraz 
kształtowanie ich odpowiedniej struktury przestrzennej poprzez izomeryzację ściś­
le określonych motywów konformacyjnych lub tworzenie mostków dwusiarczko- 
wych między łańcuchami polipeptydowymi białek oligomerycznych (75). Ponadto, 
białka CaBPs należą do grupy tzw. białek protekcyjnych lub „opiekuńczych” (z ang. 
chaperonów lub chaperonin), spełniających funkcje ochronne w stosunku do pro­
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duktów translacji w warunkach stresogennych (apoptogennych). Warunki te mogą 
być zainicjowane np. przez gwałtowne zaburzenie homeostazy wapniowej wewnątrz 
siateczki śródplazmatycznej w wyniku hiperkalcemii, bądź przez akumulację białek
0 nieprawidłowo ukształtowanej konformacji lub białek poddanych błędnym mody­
fikacjom posttranslacyjnym (76,77). Właściwości prewencyjne białek CaBPs wobec 
niekorzystnych skutków oddziaływania czynników stresotwórczych w cysternach
1 kanalikach ER mają istotne znaczenie dla stabilizacji konformacji białek w fazach 
tzw. przestrzennego fałdowania ich łańcuchów polipeptydowych oraz dla proteoli­
tycznego dojrzewania białek prekursorowych albo glikozylacyjnej modyfikacji lub 
łączenia podjednostek białkowych poprzez oligomeryzację form monomerycznych 
białka prekursorowego. Na szczególną uwagę zasługuje również udział białek che- 
latujących jony Ca^'^ w indukowaniu degradacji białek strukturalnych i enzymatycz­
nych o nieprawidłowo ukształtowanej konfiguracji przestrzennej (78,79).

Wśród białek CaBPs ważną rolę w wymienionych procesach odgrywają m.in. 
1) kalretikulina; 2) białko o masie cząsteczkowej 78 kDa, którego aktywność regulo­
wana jest przez glukozę (GRP78, ang. 78 kDa Glucose-Regulated Protein), określane 
także jako specyficzne białko retikulum endoplazmatycznego wiążące jony Ca^+ 
(BiP, ang. Endoplasmic Reticulum Lumena! Binding Protein); 3) białko GRP o masie 
molekularnej 94 kDa (GRP94), oraz 4) białkowa izomeraza disulfidowa (PDl ang. Pro­
tein Disulphide Isomerase) (rys., 34,72,80). Cechą wspólną wszystkich tych białek jest 
obecność w ich hydrofobowym końcu karboksylowym tetrapeptydowych sekwencji 
sygnałowych, decydujących o ich lokalizacji specyficznej dla retikulum endoplazma­
tycznego, czyli tzw. regionów zachowawczych Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL). Segmenty 
KDEL, dostarczające tzw. sygnału retencji białka w siateczce śródplazmatycznej, 
biorą udział w zależnym od jonów Ca^''' wiązaniu („zakotwiczaniu”) do wewnętrznej 
powierzchni cysternowej (luminalnej) błon siateczki białek „opiekuńczych”, które 
pośredniczą w odpowiedzi na powstałe w ER czynniki stresogenne. Przypuszcza się, 
że sygnałowe sekwencje retencyjne są zlokalizowane w obrębie domen asocjacyj­
nych dla kationów wapnia (81). Taka struktura biochemiczna chaperonin determinu­
je ich podstawową funkcję regulatorową w zależnej od ER, czasoprzestrzennej se- 
kwestracji (odizolowaniu) jonów Ca^'*' od cytozolowej puli tych kationów. Obecność 
regionu zachowawczego w obrębie miejsc chelatujących kationy wapniowe decydu­
je zatem o szybkiej aktywacji białek protekcyjnych z grupy CaBPs w warunkach nie­
doboru wapnia (hipokalcemii) w świetle cystern i kanalików ER, spowodowanej an- 
tyapoptotycznym działaniem białek Bcl-2 oraz Bc1-Xl (82,83).

4. Podsumowanie

Nadekspresja białek podrodziny Bcl-2 o działaniu antyapoptotycznym odgrywa 
istotną rolę w supresji różnych ścieżek wewnątrzkomórkowej transdukcji hiper- 
kalcemicznego sygnału proapoptotycznego w blastomerach zarodków klonalnych.
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Zarodki takie rozwijają się często ze zrekonstytuowanych oocytów poddanych 
działaniu sztucznych czynników aktywujących, które indukują zjawisko ekscytotok- 
syczności kationów wapnia (12,15,84). Stymulacja syntezy białek z rodziny Bcl-2, na­
leżących do klasy supresorów (represorów) apoptozy, w cytoplazmie oraz na zew­
nętrznej powierzchni cystern i kanalików siateczki śródplazmatycznej szorstkiej 
prowadzi do wzrostu ich koncentracji i aktywności w błonach różnych kompartmen- 
tów wewnątrzkomórkowych, które obejmują retikulum endoplazmatyczne oraz mi­
tochondria. Stanowi to ważne ogniwo mechanizmu zapobiegającego redystrybucji 
wolnych jonów Ca^+ z ER do mitochondriów (14,85,86). Nasilenie ekspresji białek 
będących przedstawicielami podrodziny Bcl-2 o funkcjach inhibitorowych wobec 
procesu apoptozy przyczynia się także do obniżenia liczby falowych wyrzutów ka­
tionów wapnia z depozytów wewnątrzkomórkowych zlokalizowanych w ER poprzez 
spadek gęstości oraz aktywności lnsP3-zależnych kanałów uwalniania jonów Ca^+. 
Ponadto, powoduje ono zahamowanie transportu kationów wapnia do otoczki jądro­
wej i nukleoplazmy jąder komórkowych za pośrednictwem pomp wapniowych typu 
NCA/NCMA, należących do rodziny jądrowych ATPaz zależnych od jonów Ca^+ 
i Mg^+ o wysokim stopniu homologii z klasą ATPaz wapniowych ERCA/ERCMA, które 
występują w błonach siateczki śródplazmatycznej (13,29,87) (rys.). Z kolei, spowol­
nienie i zmniejszenie pojemnościowego napływu kationów wapnia ze środowiska 
pozakomórkowego (pożywki hodowlanej) do cytoplazmy blastomerów jest mecha­
nizmem adaptacyjnym przedimplantacyjnych zarodków klonalnych do specyficznych, 
wewnątrzkomórkowych warunków biochemicznych i biofizycznych. Warunki te cha­
rakteryzują się, odpowiednio, długotrwałą redukcją stężenia jonów Ca^+ w retiku­
lum endoplazmatycznym oraz spadkiem objętości światła kanalików i cystern ER 
w tzw. stanie spoczynkowym cytozolowej koncentracji kationów wapnia, jaki nastę­
puje po aktywacji zrekonstruowanych oocytów, indukującej przekazywanie proapo- 
ptotycznego sygnału wapniowego (17,88,89).

Nie ulega wątpliwości, że białka z rodziny Bcl-2, które należą do klasy antago­
nistów i agonistów apoptozy, odgrywają ogromną rolę w mechanizmach regu­
lujących wewnątrzkomórkowy system przekaźnictwa sygnału wapniowego w za­
rodkach ssaków uzyskiwanych w wyniku klonowania somatycznego. Jednakże, 
dotychczasowa wiedza na temat biochemicznych, molekularnych, biofizycznych, 
a także genetycznych uwarunkowań interakcji anty- i proapoptotycznych białek 
z rodziny Bcl-2 z endogennymi czynnikami odpowiedzialnymi za utrzymanie 
lub drastyczne naruszenie dynamicznej homeostazy w gospodarce kalcemicznej 
blastomerów przedimplantacyjnych zarodków klonalnych jest wciąż niespójna 
i fragmentaryczna. Dlatego też nie bez znaczenia pozostaje pełniejsze poznanie 
złożonych i skomplikowanych oddziaływań pomiędzy produktami ekspresji pro- 
toonkogenów bcl-2 i bax a elementami regulatorowymi wewnątrzkomórkowych 
szlaków transdukcji sygnału hiperkalcemicznego (tj. ekscytotoksycznego) lub hi- 
pokalcemicznego (tj. acytotoksycznego) w czasie rozwoju in vitro oraz in vivo za­
rodków klonalnych. To z kolei przyczynić się może do zwiększenia efektywności
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klonowania somatycznego ssaków, a w dalszej perspektywie do wzrostu tkwią­
cego w tej technologii i tak już dość szerokiego potencjału praktycznych możli­
wości aplikacyjnych w biomedycynie, farmacji i rolnictwie.

Praca finansowana przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyższego ze środków na naukę w latach 
2009-2012 jako projekt badawczy własny nr N N311 315936.
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