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Maturation and activation of porcine oocytes in the aspect of fertiliza-
tion and somatic cell cloning - biochemical, molecular and biophys-
ical determinants

Suthnmary

The commonly used source of nuclear recipient cells in the somatic cell
cloning of pigs are in wVo-matured (ovulated) or in v;tro-matured oocytes, revers-
ibly blocked at the second metaphase (Mil) stage. One of the most important
factors that significantly affect the developmental competences of porcine
cloned embryos is the artificial activation of oocytes reconstructed with somatic
cell nuclei. The ability of an artificial stimulus to activate Mll-stage oocytes and
to initiate embryo development is essential for successful! cloning by somatic
cell nuclear transfer. This ability is especially important for species such as the
pig where relatively little is known about early embryonic development and
where in vitro handling procedures have not been optimized. An optimal time
frame to activate gilt or sow oocytes may depend on both the time required for
completion of nuclear-cytoplasmic maturation and the time by which aging pro-
cess of mature oocytes starts. Cytoplasmic maturation is likely to include
changes in the properties, size, and density of cytoplasmic Ca2+ release chan-
nels necessary for the oocyte to elicit an increase in intracellular Ca2+ concen-
tration in response to the activating stimuli and subsequent development. Acti-
vation of oocytes, which has been induced either during fertilization or by artifi-
cial agents during the cloning procedure, evokes the cytosolic calcium concen-
tration (|Ca2+y oscillations or single [Ca™-]" transients. Despite the uncertainty
of how the initial rises in [Ca"-"k are prompted, it is widely accepted that physi-
ological or artificial activation stimulates the phosphoinositide pathway, with
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the generation of myo-inositol-1,4,5-tr/sphosphate (InsP3) by the enzymatic action of phospholipase C
(PLC), and the subsequent release of calcium cations from endoplasmic reticulum. Further investigation
into the role of PLC isoforms as the triggers of [Ca”+jc increases has led to the recent identification ofa
sperm-specific PLC (PLC-") as the putative sperm-derived oocyte activating factor. It is known that
InsP3-mediated calcium signaling pathway is responsible for downregulation of maturation-promoting
factor (MPF), which contributes to such events during oocyte activation as resumption and termination
of meiosis, extrusion of the second polar body, proniiclear formation, transition from meiotic to mitotic
control of cell cycle and initiation of embryonic cleavage.

Key words:
pig, somatic cell cloning, reconstructed oocyte, meiotic maturation, artificial activation, MPF, CSF,
MAPK, Ca2+ ion, PLC, PIP2, InsP3, ryanodin receptor, calcium-release channel.

1. Wstep

Podstawowym celem pracy byto dokonanie szczeg6towego przegladu literatury
(z uwzglednieniem badan wiasnych) z zakresu biochemicznych, molekularnych
i biofizycznych uwarunkowan procesu aktywacji oocytéw Swini. W pracy scharakte-
ryzowane zostaty doktadnie poszczegélne etapy aktywacji oocytéw w warunkach fi-
zjologicznych (w procesie zaptodnienia) lub w warunkach embriologii eksperymen-
talnej (w klonowaniu somatycznym). Istotna cze$¢ pracy poswiecona zostata okres-
leniu wptywu dojrzewania mejotycznego na aktywacje oocytdw oraz wykazaniu
Scistych zaleznosSci pomiedzy tymi dwoma procesami. Wyszczegolnione zostaty
réwniez mechanizmy i czynniki regulatorowe proceséw dojrzewania jadrowo-cyto-
plazmatycznego oraz aktywacji oocytow. Ponadto, zwrdcona zostata uwaga na zna-
czenie réznic i podobienstw w profilu przyrostu stezenia jondw wapnia w oopla-
zmie, jakie wystepujg pomiedzy naturalng aktywacjg oocytow $wini, a sztuczng ak-
tywacja zrekonstruowanych oocytow w klonowaniu somatycznym z wykorzysta-
niem rozmaitych czynnikéw aktywujacych (fizycznych lub chemicznych). Dlatego
tez uwzglednione zostaty biezgce opinie na temat optymalnej metody (optymalnych
metod) sztucznej aktywacji oocytéw w klonowaniu $win. Nie bez znaczenia pozo-
staje takze wyodrebnienie zasadniczych roznic w procesach dojrzewania i aktywacji
pomiedzy oocytami owulowanymi a oocytami poddanymi hodowli in vitro.
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2. Molekularne podtoze strukturalno-funkcjonalnych zmian
zachodzacych podczas dojrzewania mejotycznego i aktywacji
oocytow-biorcow jader komérek somatycznych w klonowaniu $win

2.1. Czynniki warunkujgce proces dojrzewania mejotycznego oocytéw w wa-
runkach wewnatrz- i pozaustrojowych

W procedurze klonowania somatycznego Swii powszechnie wykorzystywane
zrédo biorcéw egzogennych jader komérkowych stanowig dojrzate in vivo oocyty.
Sg one pozyskiwane z jajowoddw stymulowanych hormonalnie samic-dawczyn (1,2).
Kolejnym zrodtem komorek-biorcdw sg oocyty pozyskiwane poubojowo z jajnikow
loch lub loszek. Takie oocyty osiggajg dojrzatos¢ mejotyczng (jadrowa) i cytopla-
zmatyczng, a takze epigenomowa w warunkach in vitro (3,4). Charakterystyczng
cecha dojrzatych oocytéw jest przejsciowe zatrzymanie sie cyklu komdérkowego
w metafazie drugiego podzialu mejotycznego (Mil).

Morfologiczna i biochemiczna kondycja zarodkéw klonalnych $wini, a w konse-
kwencji ich zdolnosci rozwojowe, w znacznym stopniu uwarunkowane sg dobra ja-
koscig oocytow wykorzystanych w procedurze klonowania, charakteryzujaca sie
petng synchronizacja dojrzatosci jadrowej, cytoplazmatycznej i epigenomowej (2,3,5).
Osiagniecie stanu dojrzatosci epigenomowej jest zwigzane z uzyskaniem przez
oocyt whasciwego stopnia zaawansowania epigenetycznych modyfikacji kowalencyj-
nych DNA genomowego oraz biatek histonowych rdzenia nukleosomowego chroma-
tyny jadrowej. Modyfikacje te obejmuja, odpowiednio metylacje/demetylacje reszt
cytozyny DNA oraz deacetylacje/acetylacje reszt lizyny i argininy histonéw H3 i H4.
Epigenetyczne przemodelowanie konfiguracji przestrzennej oraz przeprogramowa-
nie aktywnosci transkrypcyjnej chromatyny jadrowej dojrzatych mejotycznie oocy-
tow jest rowniez Scisle skoordynowane z zakonczeniem proceséw regulujacych zja-
wisko rodzicielskiego pietna genomowego (tj. matczynego imprintingu gametycz-
nego). Optymalny wzorzec dojrzatosci jadrowo-cytoplazmatyczno-epigenomowej
jest obserwowany w owulowanych oocytach, ktére osiagnelty kompetencje mejo-
tyczng w pecherzykach jajnikowych samic-dawczyn. jednakze ze wzgledéw ekono-
micznych czesciej wykorzystywanym Zrodiem komorek-biorcéw sg oocyty pozyski-
wane do dojrzewania in vitro z jajnikow loszek i loch rzeznych. Stosowane dotych-
czas metody pozaustrojowej hodowli niedojrzatych oocytdw $wini nie pozwalajg na
uzyskiwanie w petni satysfakcjonujacego odsetka oocytdéw wykazujacych skoordy-
nowang dojrzatos¢ jadrowo-cytoplazmatyczng (6,7). Poprawe efektywnosci dojrze-
wania mejotycznego in vitro osiggnieto po zastosowaniu dwustopniowych syste-
moéw hodowli oocytéw (8,9). Pierwszy etap hodowli in vitro obejmuje inkubacje nie-
dojrzatych oocytow w pozywce uzupetnionej liofilizowanymi hormonami oraz od-
powiednimi czynnikami odwracalnie blokujgcymi cykl mejotyczny w stadium diktio-
tenu, tj. dyfuzyjnego diplotenu profazy podziatu redukcyjnego, czyli w stadium pe-
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cherzyka zarodkowego (GV, ang. Germinal Vesicle). Stosunkowo czesto stosowanymi
suplementami hormonalnymi sg: mieszanina gonadotropiny kosméwkowej wyeks-
trahowanej z surowicy krwi Zrebnych klaczy (eCG/PMSG) i ludzkiej gonadotropiny
kosmoéwkowej (hCG), wyizolowanej z moczu cigzarnych kobiet lub ludzka gonado-
tropina menopauzalna (hMG), uzyskana z moczu kobiet w okresie klimakterium. Do
powszechnie wykorzystywanych syntetycznych analogéw endogennych zwigzkow
hamujacych 1 podziat mejotyczny oocytéw naleza: 1) inhibitory procesu rozpadu
otoczki jgdrowej pecherzyka zarodkowego takie Jak cykliczny dibutyryloadenozy-
nomonofosforan (dwumaslan cAMP/db-cAMP) (5,10), Jak réwniez 2) specyficzne (se-
lektywne) supresory aktywnosci kinaz cyklino-zaleznych (CDKs) takie Jak: izoste-
ryczne inhibitory kompetycyjne serynowo-treoninowej kinazy biatkowej

np. enancjomery R lub S roskowityny (11-13) oraz butyrylolakton | (12,14,15). Inny-
mi, stosunkowo czesto stosowanymi zwigzkami biochemicznymi z klasy ektopo-
wych antagonistéw procesu wznowienia podziatu mejotycznego sa: 3) odwracalne
represory syntezy biatek (translacji), zapobiegajgce resyntezie cykliny B, podjed-
nostki regulatorowej czynnika dojrzewania mejotycznego (MPF), takie Jak cyklohek-
simid (CHX1V1) (14,16), a takze 4) niespecyficzne supresory aktywno$ci kinaz z rodzi-
ny CDK takie Jak: inhibitor kompetycyjny (izosteryczny) kinazy biatkowej czynnika
MPF oraz kinazy aktywowanej przez mitogeny (MAPK), np. 6-dimetyloaminopuryna
(6-DMAP) (12), lub 5) selektywne inhibitory izoenzyméw 3. rodziny 111 typu fosfo-
diesteraz cyklicznych nukleotydéw (PDE-3), odpowiedzialnych za inaktywacje cy-
klicznego 3’,5-adenozynomonofosforanu (CAMP) na drodze Jego hydrolitycznego
rozktadu do 5’-adenozynomonofosforanu (5'-AMP), np. milrinon (15). Procedura in-
dukowanego wydtuzania okresu blokowania podziatu redukcyjnego oocytow w sta-
dium diktiotenu pozwala na przyspieszenie tempa synchronizacji dojrzewania me-
jotycznego ex vivo w heterogennej populacji oocytéw L rzedu, pozyskanych z peche-
rzykow jajnikowych loszek lub loch rzeznych.

Drugi etap hodowli in vitro oocytéw obejmuje ich inkubacje w pozywce pozba-
wionej hormonéw oraz egzogennych blokeréw cyklu mejotycznego w stadium GV.
Taka strategia sekwencyjnej hodowli umozliwia lepszg koordynacje nabywania
kompetencji mejotycznej przez oocyty, czyli zdolnosci do wznowienia i ukoriczenia
mejozy. Efektem tego Jest z kolei zmniejszenie stopnia asynchronii miedzy doj-
rzatoscig Jadrowa, epigenomowa i cytoplazmatyczng oocytow, ktorych cykl komor-
kowy osiagnat stadium Mil (2,4).

Rozpoczecie dojrzewania mejotycznego wywotane Jest wzrostem aktywnosci czyn-
nika MPF, inicjujacego faze podziatowg cyklu komorkowego. Czynnik ten nalezy do
rodziny kinaz cyklino-zaleznych (CDK) i Jest heterodimerem ztozonym z podjednost-
ki katalitycznej, serynowo-treoninowej kinazy biatkowej CDKI (homologicznej z ki-
naza wyizolowang z komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae oraz Schizosaccharomyces
pombe cdc2/CDC28) o masie czasteczkowej 34 kDa, oraz z podjednostki regulacyjnej,
cykling B o masie molekularnej 56 kDa (17,18). Aktywny kompleks MPF
(p34™M"2/p56" ™) powoduje podwyzszenie poziomu fosforylacji wielu biatek pod-
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czas przejscia z fazy G2 do M podziatu mitotycznego komorek somatycznych oraz
podczas wznowienia, zahamowanego w stadium diktiotenu, podziatu mejotycznego
oocytdw. Dlatego tez bezposrednio lub posrednio zapoczatkowuje, podstawowe dla
cyklu komérkowego oocytu procesy, m.in. rozpad otoczki jadrowej/pecherzyka za-
rodkowego (NEBD/GVBD), dyspersja komponentu wioknistego i ziarnistego jgderka
w wyniku nukteololizy, utworzenie wrzeciona kariokinetycznego oraz kondensacja
chromatyny. Do wielu substratéw, na ktore oddziatuje heterodimeryczny kompleks
biatkowy kinazy p34“" z cykling B, naleza m.in. histon HI (ktérego ufosforylowana
forma prawdopodobnie wymagana jest do kondensacji chromatyny), laminy (uczest-
niczagce w biodestrukcji otoczki jadrowej), a takze nukleolina (biatko C23 potencjal-
nie zaangazowane w rozproszenie/rozmontowanie struktury jgderka) (19,20).

2.2. Procesy determinujgce stan dojrzatosci mejotycznej oocytéw

acentriolarnymi, tzn. takimi, ktére w czasie dojrzewania mejotycznego utracity cen-
triole w wyniku ich ubikwitynizacji i proteasomowej degradacji w stadium anafazy I.
Oocyty, ktore osiggnety stan dojrzatosci jadrowo-cytoplazmatycznej, zachowuja jed-
nak centra organizujgce mikrotubule (MTOCs, ang. Microtubule Organizing Centres)
w postaci niezduplikowanych w interkinezie mejotycznej centrosoméw o acentrio-
larnej konformacji astrosfery. W pozbawionej fizjologicznie centriol cytoplazmie
dojrzatych in vivo lub in vitro oocytéw $wini, pod wptywem bardzo wysokiej koncen-
tracji MPF i Stabilizujgcego go czynnika cytostatycznego (CSF, ang. Cytostatic Factor)
nie wystepuje otoczka jagdrowa, a zenska chromatyna utrzymywana jest w postaci sil-
nie skondensowanych chromosoméw matecznych, utozonych w biegunowo zlokali-
zowanej ptytce metafazowej acentriolarnego wrzeciona Il. podzialu mejotycznego
(21,22). W oocytach MIl $wini przestrzenng orientacje biegunowego wrzeciona ka-
riokinetycznego w cytoplazmie determinuje miejsce wyrzucenia |. ciatka kierunko-
wego (I. ck) do przestrzeni okotozéitkowej. Ptaszczyzna pozioma przebiegajaca .sy-
metrycznie do dtugiej osi ptytki metafazowej oocytu skierowana jest prostopadle do
wycinka powierzchni oolemmy, do ktdrego bezposrednio przylega 1. ck. Wrzecio-
no Il. podziatu mejotycznego znajduje sie zatem tuz pod powierzchnig oolemmy
w tzw. podbtonowej strefie warstwy kortykalnej oocytu $wini. Kat nachylenia I. ck
w stosunku do ptaszczyzny plytki metafazowej nie ulega zmianie przez okoto 3 go-
dziny od momentu ukonczenia procesu tzw. poronnej (szczatkowej) cytokinezy bie-
gunowej, ktorej efektem jest odciecie ck od oolemmy (23,24). W sytuacji fizjologicz-
nej (zaptodnienie monospermiczne), czynnikiem, ktéry odblokowuje nietrwale zaha-
mowany w metafazie Il. podziat mejotyczny oocytu jest plemnik. Whnikajac do oopla-
zmy, wprowadza on tam wiasne organelle komérkowe: jadro komérkowe, niezdupli-
kowany centrosom pochodzenia ojcowskiego sktadajacy sie z dwoch centriol sio-
strzanych (proksymalnej i dystalnej), oraz spirale mitochondrialng (25,26).

BIOTECHNOLOGIA 3 (86) 59-84 2009 63



Marcin Samiec

2.3. Molekularny scenariusz zmian biochemicznych i ultrastrukturalnych za-
chodzacych w zrekonstruowanych oocytach MIl przed sztuczng aktywacjg

W procedurze klonowania, zrodtem dawcow jader komérkowych, a takze innych
organelli takich jak mitochondria lub centrosomy sg najczesciej hodowane in vitro
komorki somatyczne, ktorych cykl mitotyczny zostat sztucznie zsynchronizowany
w fazach GO/GI lub G2/M. Organelle komérek somatycznych sa wprowadzane do
srodowiska cytoplazmatycznego enukleowanego oocytu, tj. ooplastu (cytoplastu),
podczas zabiegu jego rekonstrukcji, czyli zastgpienia jego whasnego genomu przez
DNA genomowy i mitochondrialny komdrek-dawcéw jader. Rekonstrukcja enukle-
owanego oocytu, czyli utworzenie klonalnej hybrydy jadrowo-cytoplazmatycznej,
okreslanej takze cybrydowa zygota klonalng lub rekonstytuowang cybryda klonalng
moze przebiegac albo na drodze niechirurgicznej, tzn. przy wykorzystaniu metody
elektrofuzji komplekséw ooplast-komérka somatyczna, albo coraz czesciej - na
drodze mikrochirurgicznej, tzn. docytoplazmatycznej mikroiniekcji karioplastow
lub catych komérek somatycznych (rys. 1). W przypadku komorek w fazach GO/GI
mitozy, do ooplastow w stadium Mil mejozy przenoszony jest genom jadrowy zto-
zony z diploidalnej liczby chromosoméw (2n) oraz z diploidalnej (niezreplikowanej)
liczby czasteczek DNA (2C) wraz z niezreplikowanymi mitochondriami i centroso-
mami o dicentriolarnej konfiguracji astrosfery. Natomiast w przypadku komdrek
w fazach G2/M mitozy, do cytoplastéw MIl przenoszone sg: genom jadrowy charak-
teryzujacy sie diploidalng liczbg chromosoméw (2n) oraz tetraploidalng (zrepliko-
wang) liczbg chromatyd/czasteczek DNA (4C), a takze zduplikowane mitochondria
i diplosomy. Te ostatnie ztozone sg z dwdch siostrzanych centrosoméw o tetracen-
riotarnej strukturze przestrzennej astrosfery. W pozbawionej centriol ooplazmie
zrekonstytuowanych oocytow MIl $wini, interfazowe jgdra oraz dicentriolarne cen-
trosomy lub tetracentriotarne diplosomy komoérek somatycznych podlegaja regula-
cyjnemu oddziatywaniu czynnikéw biatkowych kontrolujacych przebieg cyklu mejo-
tycznego (25,27). Do grupy najwazniejszych biatek ooplazmatycznych, ktére majg
wptyw na strukturalne przemodelowanie chromatyny oraz centréw organizujacych
cytoszkielet mikrotubularny komoérek-dawcéw jader (MTOCs) naleza: czynnik doj-
rzewania mejotycznego oocytow (MPF), posiadajacy aktywno$¢ kinazy histonu HI
oraz czynnik cytostatyczny (CSF), ktdrego aktywnosc jest uwarunkowana przez ka-
skade enzymatyczng kinaz biatkowych: lub p74"NMEK/MAPK/p33M'A lub
p90" M, aktywowanych za posrednictwem mitogendw (C-MAPKs, ang. Cascade of Mi-
togen-Activated Protein Kinases) (28,29).
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2.4. Molekularny scenariusz zmian biochemicznych i ultrastrukturalnych za-
chodzacych w zrekonstruowanych oocytach MII po sztucznej aktywacji

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

Aktywacja oocytow, zaréwno naturalna, spowodowana penetracjg plemnika, jak
i sztuczna, wywotana dziataniem réznych bodzcéw fizykochemicznych, powoduje
szybki spadek aktywnosci MPF oraz stopniowe obnizenie aktywnosci CSF. Umozli-
wia to nastepujaca sekwencje zdarzen: 1) rozejscie sie chromosomow potomnych
(tj. chromatyd siostrzanych) do przeciwlegtych biegunéw wrzeciona kariokinetycz-
nego; 2) wyrzucenie Il. ciatka kierunkowego w nastepstwie tzw. poronnej cytokine-

Dawcy komorek
somatycznych

Dojrzate in vitro lub in vivo oocyty-
biorcy jader komorek somatycznych

Oocyt Ml
Populacja konfluentnych komérek
somatycznych
Enukleacja Selekcja nieapoptotycznej komorki

rekonstrukcja enukleowanego oocytu

Iniekcja komorki do
przestrzeni okotoz6ttkowej Doooplazmatyczna iniekcja karioplastu
lub catej komdrki somatycznej
Elektrofuzja

Zrekonstruowany oocyt
Sztuczna aktywacja

Hodowla in vitro

Blastocysta klonalna

Rys. 1. Schemat klonowania somatycznego $win metodg transplantacji jader komérkowych. Sztucz-
na aktywacja oocytow zrekonstruowanych z jader komdrek somatycznych (tj. klonalnych hybryd jadro-
wo-cytoplazmatycznych) stanowi trzeci etap procedury klonowania.
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zy biegunowej: 3a) podziat gametogenicznego diplosomu ztozonego z dwdch cen-
triol ojcowskich oraz z matczynego materiatu acentriolarnego, czyli eliminacje acen-
triotarnej astrosfery pochodzenia oocytarnego tub 3b) podziat tetracentrioiarnego
diplosomu somatogenicznego, czyli redukcje liczby centrosoméw somatycznych
z dwdch dicentriolarnych struktur do jednej dwucentriolarnej astrosfery. W kolej-
nych etapach majg miejsce: 4) dekondensacja chromatyny oraz intensywna nukte-
otogeneza (biogeneza jaderka) w tetofazie i odtworzenie otoczki jadrowej, a w efek-
cie uformowanie jadra interfazowego (w przypadku zaptodnienia jest to utworzenie
dwoch przedjadrzy zygoty: meskiego i zenskiego) oraz 5) duplikacja centrosomu
(biogeneza diplosomu) w okresie miedzy pdznym stadium Gl a inicjacjg fazy S,
a takze 6) autoreplikacja genomu mitochondrialnego i proliferacja mitochondriow
w stadium G2 interfazy (30,31)- Pierwotnie zdekondensowana chromatyna jagdrowa
komorki somatycznej w stadium GO/GI lub rzadziej G2 mitozy ulega zatem w oopla-
zmie zrekonstruowanego oocytu Mil, o wysokiej koncentracji aktywnego czynnika
MPF, gwattowne] rearanzacji w pseudomejotyczng ptytke metafazowa w procesie
przedwczesnej spiralizacji i kondensacji chromosoméw (PCS oraz PCC, ang. Prema-
ture Chromosome SpiralizationjCondensation). Nastepnie po egzogennej aktywacji zre-
konstytuowanego oocytu zesp6t przedwczesnie skondensowanych chromosoméw
pochodzenia somatycznego przybiera w wyniku redespiralizacji i dekondensacji de
novo postac sferycznego pecherzyka ograniczonego odtworzong otoczkg jadrowa,
a jego morfologia nie zmienia sie istotnie az do pierwszego podziatu bruzdkowania,
procz tego, ze jego objetos¢ ulega zwiekszeniu (NS, ang. Nuclear Swelling). We-
wnatrz przemodelowanego w Srodowisku cytoptazmatycznym oocytu jadra komor-
ki somatycznej majg jednak miejsce zmiany biochemiczne, polegajgce na syntezie
(autoreplikacji) DNA. Jednym ze zjawisk zachodzacych po aktywacji zrekonstruowa-
nego oocytu, ktére sg odpowiedzialne za przemiany strukturalno-funkcjonalne
chromatyny jadrowej jest spadek aktywnosci czynnika cytostatycznego (25,32).

3. Biochemiczne, molekularne i biofizyczne uzaleznienie fizjologicznej
i sztucznej aktywacji oocytéow swini od mechanizmu
wewnatrzkomérkowego przekaznictwa sygnatu wapniowego

3.1. Podstawowe elementy funkcjonalne szlaku transdukcji sygnatu akty-
wujacego oocyt

Czynnikiem decydujacym w duzym stopniu o kompetencjach rozwojowych za-
rodkéw klonalnych $wini oraz innych gatunkdw ssakow jest sztuczna aktywacja zre-
konstruowanych oocytéw (rys. 1). Brak skutecznych metod aktywacji oocytow
w klonowaniu somatycznym $win dotychczas znacznie ograniczat potencjat rozwo-
jowy in vitro klonalnych zarodkéw, stad poszukiwania nowych, alternatywnych
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uktadéw doswiadczalnych, ktdérych istotg byto wykorzystanie catkowicie odmien-
nych zrodet czynnikéw aktywujacych, albo modyfikacja parametréw fizykochemicz-
nych procedur stosowanych powszechnie juz wczesniej u innych gatunkéw zwierzat
gospodarskich. Obecnie trwajg intensywne badania nad opracowaniem takich syste-
mow sztucznej aktywacji zygot klonalnych swini, ktérych mechanizm oddziatywania
nasladowatby niemal catkowicie lub przynajmniej w przewazajgcej czesci fizjolo-
giczny wzorzec przyrostu wewngtrzkomorkowej koncentracji kationdbw wapnia
[Ca”+jj, obserwowany podczas zaptodnienia oocytow $wini. Do tej pory nie wyja-
$niono jednoznacznie, jaki jest molekularny scenariusz sekwencji zdarzen skiada-
jacych sie na proces transdukcji egzogennego sygnatu aktywujacego, ktory wyzwala
uwalnianie sie jondéw wapnia po wniknieciu plemnika do oocytu Mil $wini. Wyniki
badan przeprowadzonych przez Sun'a i wsp. (33), Funahashi i wsp. (34) oraz Machaty
i wsp. (35) wskazuja, ze plemnik spetnia role pierwotnego przekaZnika uczest-
niczacego w przetwarzaniu informacji 1 rzedu, czyli sygnatu aktywujgcego katabo-
lizm fosfolipidéw inozytolowych, ktdry jest z kolei odpowiedzialny za mobilizacje
kaskady cyklicznych wahan cytozolowego stezenia kationdéw wapnia. Dlatego wigze
sie on z jednej strony ze specyficznym receptorem potozonym w warstwie zew-
netrznej oolemmy, ulegajacym interakcji z tzw. gcznikowym biatkiem Gp/Gq (p, ang.
phospholipid) okreslanym takze mianem biatka stymulatorowego (Gs) dla cyklu reak-
cji hydrolitycznego rozktadu glicerofosfolipidow inozytolowych oraz dla syntezy
wtornych przekaznikdéw sygnatowych (tzw. informatoréw II. rzedu) z grupy cyklicz-
nych nukleotydéw, w tym cyklicznego 3’,5-adenozynomonofosforanu (CAMP).
Biatko Gs(p) jest integralnym sktadnikiem oolemmy sprzegajagcym aktywny kompleks
ztozony z pierwszorzedowego czynnika sygnatowego, tj. liganda (agonisty) oraz
zZ receptora powierzchniowego oocytu ze specyficznym efektorowym systemem en-
zymatycznym fosfodiesteraz oraz cyklaz adenylanowych. Czynnik sygnatowy stano-
wig zewnatrzkomoérkowa glikoproteina btonowa plemnika z grupy fertilin (dezinte-
gryn), zestryfikowana/N-acetylowa pochodna amin biogennych, np. lipotropowego
neurotransmitera - acetylocholina (ACh, ang. Acetylcholine), badZ substancje acety-
locholino-podobne (analogi ACh). Receptor powierzchniowy oolemmy nalezy do ro-
dziny integryn lub muskarynowych receptoréw cholinergicznych mAChR (ang.
Muscarinic Acetylcholine Receptor) [podtyp M]]. Nie wyklucza sie takze interakcji plem-
nika z transbtonowym receptorem oocytu wykazujagcym aktywno$¢ kinazy tyrozyno-
wej. Za posrednictwem konformacyjnie (allosterycznie) zmodyfikowanego biatka
Gp/Gg, wigzacego nukleotyd guaninowy z grupy guanozyno-5'-trifosforanéw (GTP,
ang. Giianosine-5-Triphosphate) lub kinazy tyrozynowej, funkcjonalnej jednostki re-
ceptora przezbtonowego potozonej w czesci cytoplazmatycznej oolemmy, odbywa
sie indukowanie aktywacji izoenzyméw efektorowych z podklasy fosfodiesteraz -
fosfolipazy/fosfoinozytydazy C (PLC, ang. Phospholipase C) typu p oraz y przy udziale
jonow Ca™*" (rys. 2) (36-39). Aktywne izoformy fosfolipazy C katalizujg hydrolize
wigzania fosfodiestrowego tgczacego grupe inozytolu-1,4-h;sfosforanu z kwasem
fosfatydowym w czgsteczce fosfoinozytydu, tj. fosfatydyloinozytolo-4,5-ti/sfosfora-
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nu (PIP2, ang. Phosphatidylinositol 4,5-Bisphosphate) (rys. 3). Przyjmuje sie, ze zlokali-
zowany po wewnetrznej stronie oolemmy glicerofosfolipid inozytolowy PIP2, pel-
nigcy funkcje prekursora wtérnych przekaznikdéw wewnatrzkomérkowych, stanowi
centralny element skupiajacy i przetwarzajacy sygnaty aktywujace program rozwo-
jowy oocytu, dostarczane przez penetrujacy oolemme plemnik. Odbior przez czas-
teczki PIP2 pierwotnych informacji sygnatowych, ktore sg przekazywane z biatek re-
ceptorowych oolemmy pod wptywem bodzca aktywujacego (ligandéw plemniko-
wych), jest zatem mozliwy przede wszystkim za posrednictwem biatek Gp/Gq
(38,40,41).

Produktami lipolitycznego rozktadu fosfatydyloinozytolo-4,5-b/sfosforanu sg
dwa wtdrne przekazniki (informatory Il. rzedu): myo-inozytoto-1,4,5-fr/sfosforan
(InsP3, ang. Myo-Inositol-1,4,5-Trisphosphate) oraz 1,2-diacylogticerol (DAG, ang. Diacy-
Iglicewl) (rys. 3) oraz arachidonian, ktéry moze ulec konwersji do postaci czasteczek
biologicznych efektorow z rodziny prostaglandyn, leukotrienéw i tromboksanow.
Po fosfolizie PIP2 hydrofilny, wtérny transmiter tego szlaku sygnatowego InsP3 jest
uwalniany do ooplazmy, a hydrofobowy DAG pozostaje w obrebie oolemmy. Gwal-
towny wzrost poziomu InsP3, bedacego agonistg specyficznych receptoréw odpo-
wiedzialnych za otwieranie kanatéw uwalniania wapnia, indukuje kaskade wyrzu-
tow jonéw Ca™+ z depozytéw wewnatrzkomoérkowych, zlokalizowanych w retiku-
lum endoplazmatycznym gtadkim (agranularnym; ERgg) oocytu (42,43). Wykazano,
Ze receptory InsP3-zaleznych kanatéw wapniowych rodziny l/typu | (InsP3R-I, ang.
Myo-Inositol-1,4,5-Trisphosphate Receptor Type 1) s3 dominujaca izoformg biatek akcep-
torowych specyficznych dla 1,4,5-tr/sfosforanu myo-inozytolu (rys. 3), ulegajaca eks-
presji w btonach cystern i rurkowatych rozgateziehn siateczki $rodplazmatycznej
bezziarnistej oocytéw $wini, byda i myszy (44-48). Majg one strukture homotetra-
merow ztozonych z czterech identycznych podjednostek biatkowych (aj, a2, a3, Ug)
0 masie molekularnej 310 kDa. Kazda podjednostka wigze jedng czasteczke InsP3
poprzez N-koricowy region (obdarzony dodatnim fadunkiem elektrycznym), bogaty
w grupy aminoacylowe argininy i lizyny (49). Z kolei DAG w obecnosci jondw wapnia
| fosfatydyloseryny aktywuje serynowo-treoninowa kinaze biatkowag C (PKC, ang.
Protein Kinase C) (rys. 3). Ponadto DAG radykalnie zwieksza powinowactwo PKC do
jonéw Ca™*', a wynikiem tego jest petha aktywacja (wykorzystanie) cytofizjologicz-
nych stezen kationéw wapnia.

3.2. Znaczenie aktywnosci biokatalitycznej fosfolipaz pochodzenia endogen-
nego lub egzogennego w inicjowaniu réznych Sciezek przekazywania sy-
gnatu aktywujgcego oocyt

Na podstawie wynikéw prowadzonych ostatnio badan nad wyjasnieniem mecha-

nizmu transdukcji sygnatu wapniowego w oocytach ssakéw aktywowanych na dro-
dze zaptodnienia in vitro udowodniono, ze poza $ciezkami sygnalizacji jonowej in-

68 PRACE PRZEGLADOWE



Biochemiczne, molekularne i biofizyczne uwarunkowania dojrzewania i aktywacji oocytéw $wini

Sciezki transdukcji sygnatu aktywujacego

oocyt
za posrednictwem za posrednictwem
fosfodiesteraz fosfodiesterazy
pochodzenia
oocytarnego

Rys. 2. Scenariusz udziatu fosfodiesteraz oocytu i plemnika z podklasy fosfolipaz/fosfoinozytydaz
typu C (PLC) w inicjacji przekazywania sygnatu aktywujacego komdrke jajowg (szczegdtowe objasnienia
w tekscie).

dukowanymi za posrednictwem fosfodiesteraz pochodzenia endogennego (we-
wnatrzoocytarnego), tj. z udziatem izoenzymoéw podtypu P lub y fosfolipaz z rodzi-
ny C (PLC-p lub PLC-y) (37,50,51), istnieje réwniez alternatywny system przekaznic-
twa sygnatu wapniowego uruchamiany przez czynniki enzymatyczne pochodzenia
egzogennego, tzn. plemnikowego (38,39,52-54). Stymulacja tej ostatniej $ciezki sy-
gnalizacji jonowej w oocytach MIl odbywa sie na drodze reakcji hydrolitycznego
rozktadu wigzan fosfodiestrowych w glicerofosfolipidach inozytolowych oolemmy.
Jest ona katalizowana przez specyficzne izoformy ” (zeta) fosfoinozytydaz rodzi-
ny/typu C (PLC-4), pochodzace z zewnatrzkomoérkowych domen powierzchniowych,
formowanych gtéwnie przez biatka glikoproteinowe btony komoérkowej segmentu
réwnikowego w obrebie czapeczki tylnej gtdwki plemnikéw (rys. 2 i 3). Czasteczki
enzymu PLC- wprowadzane sg zatem do wewnatrzkomorkowej, tj. cytozolowej,
warstwy oolemmy zaptadnianego oocytu w nastepstwie fuzji bton plazmatycznych
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gamety meskiej i zenskiej (40,55,56). Na tej podstawie mozna wnioskowaé, ze mi-
krosrodowisko cytoplazmatyczne lub cytoszkielet podbtonowej (subooplazmatycz-
nej) strefy kortykalnej zaptodnionej komorki jajowej sg bogate w szereg rozpusz-
czalnych czynnikéw biatkowych wchionietych wraz z cytozotem i jadrem plemnika
po fuzji bton ptazmatycznych gamet tub nierozpuszczalnych, plemnikowych czynni-
kéw podbtonowych (niecytozolowych), ulegajgcych inkorporacji (internalizacji) do
struktury membranoszkieletu oocytu.

Wysokie stezenie endogennych biatek plemnikéw w cytoplazmie lub mikrofila-
mentowym szkielecie blonowym zygot moze znacznie utatwiaé strukturalne prze-
modelowanie i epigenetyczne przeprogramowanie jader komorek somatycznych
w przedimplantacyjnych zarodkach klonalnych. Te specyficzne biatka plemnikowe
zwigzane z nukleoplazmg lub materiatem wokdtjadrowym (cytoplazma perinukle-
arng), a takze z cytoszkieletem podbtonowym wykazuja zdolno$¢ do generowania
wielokrotnych cykli opréznierr wewnatrzkomérkowych rezerwuaréw wapniowych
w oocytach. Wynurzanie sie kolejnych fal przyrostu ooplazmatycznej koncentracji
wolnych jonéw wapnia stanowi koncowy etap molekularnego mechanizmu wtérne-
go przekaznictwa Ca’+.zaleznych sygnatéw aktywujacych genetycznie uwarunko-
wany program rozwoju zarodkowego (57,58). Do niedawna sadzono, ze mobilizacja
wewnatrzoocytarnych depozytéw jondéw Ca’+, wywotana stymulacjg InsP3-zalez-
nych kanatow cyklicznie uwalniajacych wapn do cytozolu trwa, w zaleznosci od ga-
tunku ssaka, stosunkowo krétko, tj. od 2-3 do 3-4 godzin od momentu internalizacji
plemnika do Srodowiska cytoplazmatycznego oocytu. Oscylacyjne wahania w steze-
niu kationdbw wapniowych zanikajg zatem stopniowo w catej objetoSci ooplazmy
bezposrednio przed lub w niedtugim czasie po zainicjowaniu procesu formowania
przedjadrzy zenskich i meskich w okresie miedzypodziatowym . cyklu mitotyczne-
go bruzdkowania zarodkow (59,60). Wyniki ostatnich badan coraz czesdciej potwier-
dzajg jednak, ze falowy (pulsacyjny) charakter docytozolowych wyrzutéw hiperkal-
cemicznych z cystern i kanalikéw siateczki Srodplazmatycznej gtadkiej jest utrzymy-
wany przez caly |. cykl podziatowy zygoty az do momentu rozpoczecia okresu inter-
fazowego przez zarodki myszy w stadium 2-blastomerowym. Oscylacje wapniowe
trwajgce przez tak dtugi okres (od 12 do 24 godzin od momentu zaptodnienia ko-
morki jajowej) moga by¢ wywotywane tylko i wylacznie za posrednictwem tzw.
oscylogennych czynnikow biatkowych wprowadzanych wraz z cytozotem perinukle-
arnym i kariolimfg jadrowg lub cytoszkieletem podbtonowym plemnika do oopla-
zmy badZz membranoszkieletu oocytarnego. Biatka te ulegajg proteasomowej (zalez-
nej od ubikwityny) degragacji dopiero po ukonczeniu interfazy 11 cyklu mitotyczne-
go bruzdkowania zarodkéw (45,59,61-64).
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3.3. Plemnikowe biatka cytoiolowe lub podbtonowe w roli czynnikéw oscylo-
gennych

Potencjalnymi kandydatami do grupy tzw. transkomplementarnych, plemniko-
wych biatek cytozolowych o wysokim stopniu rozpuszczalnosci, ktére biora bezpo-
$redni lub posredni udziat w generowaniu i biochemicznej regulacji dtugotrwatej
kaskady wylewdw jonow Ca™+ w cytoplazmie oocytow, a nastepnie zygot i komdrek
wczesnych zarodkéw 2-blastomerowych sg m.in. 1) specyficzna dla komérek sper-
matogenicznych izoforma fosfolipazy C, tj. izoenzym PLC-* o masie molekularnej
74 kDa (40,53-56); 2) biatko indukujace oscylacje kationéw wapnia okres$lane oscyl-
ling lub oscyllogenem (0 masie czasteczkowej 33 kDa), wykazujgce prawdopodob-
nie aktywno$¢ izomerazy lub deaminazy glukozoamino-6-fosforanowej (41,46,57,
65); 3) receptor powierzchniowy Kit, bedacy produktem ekspresji protoonkogenu
c-kit o mimetycznej aktywnosci kinazy tyrozynowej receptorow transbtonowych
oocytu (66) oraz 4) biatko perinuklearne zwane tez biatkiem wokotjgdrowej macie-
rzy cytoplazmatycznej (58). Z kolei, do plemnikowych, nierozpuszczalnych biatek
podbtonowych (niecytozolowych), ktére kandydujg do roli czynnikéw oscylogen-
nych w cyklicznych wahaniach falowych wewnatrzoocytarnej koncentracji wolnych
jonoéw Ca*™*', nalezg termostabilne izoformy czynnika biatkowego izolowanego z ma-
cierzy podblonowej (membranoszkieletu) segmentu rownikowego gtowki plemnika
0 masie 30-120 kDa - SOAF (ang. Sperm-Borne Oocyte-Activating Factor) (52,58,67).

Dwukrotna mikroiniekcja odpowiednio zbuforowanych ksenogenicznych eks-
traktéw cytozolowych i nukleoplazmatycznych plemnikéw knura do cytoplazmy re-
konstruowanych oocytow bydia inicjowata w zygotach klonalnych serie wyrzutow
jonéw Ca™ (tzw. oscylacje wapniowe), niemal idealnie nasladujaca wzorzec fizjolo-
gicznej aktywacji obserwowanej w czasie zaptodnienia oocytow krowy lub jatowki
(68) Pulsacyjny sposéb uwalniania kationdw wapniowych ze Swiatta retikulum en-
doplazmatycznego, imitujacy oscylacje wapniowe generowane w wyniku monosper-
micznego zaptodnienia in vitro oocytéw Mil, zidentyfikowano takze w komdrkach
jajo*vych myszy i klaczy, poddanych docytoplazmatycznej iniekcji homogenatami
cytozolowo-kariolimfatycznymi, ktore wyizolowano z gtdwek plemnikéw ogiera (69).
Zweryfikowanie tej procedury pseudofizjologicznej aktywacji transkomplementar-
nej transcytozolowej lub transnukleoplazmatycznej) rekonstytuowanych oocytow
w klonowaniu somatycznym $wir pozostaje zapewne juz tylko kwestig czasu, bo-
wien moze sie ona okaza¢ przelomowym rozwigzaniem, znacznie zwiekszajagcym
efektywnos$¢ sztucznej stymulacji programu rozwojowego cybrydowych zygot klo-
naln/ch.
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3.4. Elementy regulatorowe szlaku transdukcji sygnatu wapniowego w oocytach

Przyrost stezenia wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie [Ca*+]c (rys. 3) Jest pod-
stawowym elementem mechanizmu transdukcji sygnatu stymulujacego dojrzaty
oocyt $wini do wyjscia z nietrwatego bloku metafazowego Il. podziatu mejotyczne-
go i uruchomienia programu rozwojowego prawidtowo, tj. monospermicznie, za-
ptodnionej komérki jajowej (zygoty) (33). Mobilizacja wewnatrzkomdrkowych re-
zerwuarow wapniowych generuje serie powtarzalnych wyrzutéw jonéw Ca’+, ktore
przyjmujg charakter szybkich, krétkotrwatych oscylacji o niskiej czestotliwosci i wy-
sokiej amplitudzie odchyleri od jonowej homeostazy stezeniowej w cytozolowej go-
spodarce kalcemicznej h-jCa’+Jc. taczny czas trwania tych cyklicznych wahan

Molekularny mechanizm
aktywacji oocytu

Rys. 3. Schemat szlakéw transdukcji sygnatu aktywujacego w dojrzatym mejotycznie oocycie.
Gtowne ogniwa mechanizmu aktywacji oocytu stanowig: fosfolipazy C podtypu p oraz y (PLC-p/-y) lub
izoforma ~ fospolipazy C (PLC-"); fosfatydyloinozytolo-4,5-fa/sfosforan (PIP2): myo-inozytolo-1,4,5-tnsfos-
foran (InsP3); receptory InsPs-zaleznych kanatéw wapniowych (InsP3R); kationy wapnia; 1,2-diacyloglice-
rol (DAG) oraz kinaza biatkowa C (PKC) (szczegdtowe objasnienia w tekscie).
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w przyroscie cytoplazmatycznej koncentracji jonGw wapnia wynosi w oocytach $wi-
ni okoto 2-3 godzin (35). Gwattowne wynurzanie sie kolejnych fal wylewéw jonéw
Ca™+ nastepuje w oocytach $wini, a takze bydia co 8 do 25 minut (33,35,70). Poje-
dynczy oscylacyjny wyrzut kationéw wapnia ma $rednig amplitude wychylen od dy-
namicznej rownowagi stezeniowej rzedu 500-556 nM [Ca™+lc oraz Sredni okres
trwania 2,5 minuty (35). Przypuszcza sig, ze czynnikiem wywotujgcym oscylacyjne
zmiany stezenia jonow CaM* w ooplazmie sg cykliczne wahania poziomu myo-inozy-
tolo-1,4,5-tr/sfosforanu.

Precyzyjne dostrojenie parametrow fizycznych (czestotliwosci, amplitudy i okre-
su trwania) oscylacji wapniowych do aktualnych wymagan fizjologicznych i bioche-
micznych oocytu $wini wymaga istnienia swoistego, wewnatrzkomérkowego gene-
ratora kaskadowych fal wylewéw kationéw wapniowych. Mechanizm jego dziatania
moze by¢ oparty na istnieniu dodatniego sprzezenia zwrotnego pomiedzy szybko-
Scig wyptywu jonodw wapnia z depozytow ERgg a stezeniem wapnia w cytozolu (71).
Poczatkowo sprzezenie to ttumaczono istnieniem kanatow wapniowych innego niz
InsP3-zalezne rodzaju, tzw. rianodynowych (RyC, ang. Ryanodin-Dependent Calcium
Release Channel), ktére otwierajg sie pod wptywem podwyzszonej koncentracji wap-
nia w ooplazmie. jednakze za odrzuceniem tej hipotezy przemawia fakt, ze w oocy-
tach ssakéw poziom ekspresji genéw kodujacych receptory rianodyny (RyR, ang. Ry-
onodin Receptor) utrzymuje sie¢ na bardzo niskim poziomie (43,48). Poza tym stwier-
dzono, ze receptory te sg niezdolne do inicjowania oscylacyjnych wyrzutéw jonow
Ca™+ w oocytach Swini, bydta oraz myszy (35,57,72). Bardziej wiarygodna jest, jak
sie wydaje hipoteza, w ktorej zaktada sig, ze aktywno$¢ InsP3-zaleznych kanatow
wapniowych jest regulowana w oocytach $wini przez koncentracje jonéw wapnia
w cytoplazmie (48). Pojedynczy kanat wapniowy moze otworzy¢ sie po przytaczeniu
czterech czasteczek InsP3 oraz kationu wapniowego. W miare wzrostu [Ca*"]* spo-
wodowanego wyptywem wapnia z ERgg coraz wigksza liczba kanatow ulega otwar-
ciu i catkowity wylew jonéw Ca”+ jest coraz szybszy. Gdy wewnatrzoocytarne steze-
nie kationdw wapnia wzro$nie powyzej pewnej wartosci progowej, receptory
InsP3-zaleznych kanatéw uwalniania wapnia typu | (InsP3R-1) przytgczajg drugi jon
Ca2+, co powoduje zamkniecie tunelow wypltywu kationdw wapnia (73,74). Taka
swoista zalezno$¢ wynikajgca z uruchomienia mechanizmu progresywnego bloko-
wania synergistycznego, czyli odwrazliwiania receptoréw 1,4,5-fnsfosforanu
myo-inozytolu InsP3R-I moze odpowiada¢ za generowanie oscylacyjnych fal wyply-
wu wapnia o malejgcych w czasie parametrach: czestotliwosci wynurzania sie oraz
amplitudy odchylen od dynamicznej rdwnowagi stezeniowej jondéw Ca"*" (44,48,63,
75). Redukcja wartosci parametrow fizykochemicznych oscylacji wapniowych moze
by¢ takze zainicjowana wzrastajgcg w funkcji czasu aktywnoscig Ca™+- i Mg"+-zalez-
nych ATPaz ERgg oraz oolemmy, a takze selektywnych dla jonéw Ca*+ transbtono-
wych nosnikéw pochodzacych z mitochondridow (tzw. uniporteréw wapniowych). To
z kolei prowadzi do spadku iCa™I". przez pompowanie kationGw wapnia z powro-
tem do rezerwuarow siateczki Srodplazmatycznej, do Srodowiska zewnatrzkomér-
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kowego oraz depozytéw macierzy mitochondrialnej oocytu (49,71,76). Niewyklu-
czone, ze sztucznie aktywowane oocyty $wini sg zdolne réwniez do aktywnego ob-
nizania zawartosci wapnia w cytozolu przez stymulacje innego rodzaju pompy ka-
tionéw wapniowych (prawdopodobnie wspomaganej udziatem kanatéw potasowych
zaleznych od jondw Ca+). Mechanizm dziatania tego ztozonego procesu obnizania
stezenia [Ca™+]c, ktérego celem jest zachowanie jonowej homeostazy osmotycznej
w ooplazmie, polega z jednej strony na przeciwpradowej wymianie jondw Na+ na
Ca™+ w oolemmie za posrednictwem wymieniaczy (antyporterow) jonowych
Na+/Ca"+. Z drugiej strony, jest on odpowiedzialny za indukowanie biofizycznych
i fizykochemicznych transformacji oocytu. Dotyczg one nie tylko generowania nie-
wielkich zmian napiecia pola elektrostatycznego oraz nieznacznej réznicy w warto-
Sciach elektrochemicznego potencjatu transmembranowego na obu przeciwtegtych
powierzchniach oolemmy, tj. zewnatrz- i wewnatrzkomdrkowej (cytozolowej), lecz
takze wywotywania zmian objetosci komorki. Przypuszcza sie takze, ze na inhibicje
oscylacji wapniowych w oocytach moze mie¢ znaczny wptyw przejsciowy wzrost ak-
tywnosci kinazy InsP3 i fosfatazy InsP3, gtownych enzyméw odpowiedzialnych za
obnizanie poziomu myo-inozytolo-I ,4,5-tr/sfosforanu w cytozolu w sposob zalezny
od jonéw Ca™+ (73,77).

Uwaza sie, ze pulsacyjny sposéb uwalniania jondw wapnia z depozytow we-
wnatrzkomorkowych jest konieczny dlatego, ze podwyzszony poziom kationdw
wapnia, utrzymujacy sie w ooplazmie przez dtuzszy czas, jest dla oocytu toksyczny.
Ogromna nadwrazliwo$¢ oocytéw $wini na gwattowne zmiany metaboliczne w go-
spodarce wapniowej jest przyczyng niskiej tolerancji zygot klonalnych na wszelkie
odchylenia od opisanego fizjologicznego schematu oscylacji jonéw Ca™ (27,78).
Dlatego tez, w klonowaniu somatycznym $win zaleca sie stosowanie tylko takich
procedur sztucznej aktywacji hybryd jadrowo-ooplazmatycznych, ktére spetniatyby
warunki wymagane do prawidtowego uruchomienia programu rozwojowego zre-
konstruowanych zarodkéw. Celem takich systeméw egzogennej stymulacji zrekon-
struowanych oocytéw $wini do dalszego rozwoju jest unikniecie wszelkich zakocen
dynamicznej homeostazy koncentracji kationéw wapniowych w cytozolu h-fCa*+Ic
(tj. izokalcemii), wynikajacych zaréwno z aplikacji zbyt stabych sygnatow aktywu-
jacych jak i sygnatow o zbyt wysokim stopniu inwazyjnosci parametréw fizykoche-
micznych, wielokrotnie przekraczajgcym mozliwosci adaptacyjne zygot klonalnych
(23,48,79). Molekularny mechanizm optymalnego wzorca sztucznej aktywacji cybry-
dowych zygot klonalnych nie moze zatem znacznie odbiega¢ od oscylacyjnego spo-
sobu rozprzestrzeniania sie falowych wyrzutéw jondw Ca”+ w calej objetosci cyto-
zolu, poniewaz tylko w takich warunkach biofizycznych mozliwe jest w miare réw-
nomierne rozmieszczenie kationdéw wapnia w hybrydowym $rodowisku cytoplazma-
tycznym o wysokiej pojemnosci buforowej (24,80). Silnie buforujagce wihasciwosci
ooptazmy rekonstytuowanych oocytdw Swini stanowig wewnatrzkomérkowy me-
chanizm obronny zdolny do szybkiego przeciwstawiania sie gwattownym zmianom
pH oraz punktu izoelektrycznego ooptazmy, a tym samym zjawisku ekscytotoksycz-
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nosci jonow wapniowych. W przypadku niehomogennego rozmieszczenia kationéw
wapnia w cytozolu hybryd klonalnych doprowadzajg one do szybkiego zahamowa-
nia procesdw aktywowanych przy udziale jonéw Ca™+ (71,81). By¢ moze tylko stata
i niska czestotliwos$¢ oraz malejgca amplituda kolejnych wylewow kationdw wapnio-
wych prowadzace do krétkotrwatego przyrostu i wyréwnanej koncentracji katio-
now wapnia we wszystkich przedziatach wewnatrzkomoérkowych zrekonstruowa-
nych oocytow $wini sa warunkiem koniecznym do prawidtowego przenoszenia efek-
téw oddziatywania jondw Ca™ za posrednictwem biatek wigzacych wapn (49,78).
Jednym z gtdwnych biatek receptorowych wapnia w oocytach ssakdw jest kalmodu-
lina. Kompleks Ca™-kalmodulina (Ca"*"/CaM) jest czynnikiem niezbednym do sty-
mulacji aktywnos$ci enzymatycznej zaleznej od jonéw Ca™+ i kalmoduliny kinazy
biatkowej typu Il (CaM-PK-11, ang. /Calmodulin-Dependent Protein Kinose II). Przy-
puszcza sie, ze oscylacje kationdw wapnia stanowig sygnat przenoszony za posred-
nictwem aktywnej kinazy CaM-PK-11, ktory indukuje przejéciowg inaktywacje MPF
oraz CSF (82), a nastepnie odblokowanie cytofizjologicznie zahamowanego w meta-
fazie 1l. podzialu mejotycznego, a tym samym skuteczne uruchomienie dalszego
programu rozwojowego rekonstruowanego oocytu $wini (83,84). Mozna zatem za-
proponowac hipoteze, ze aktywacja kinazy CaM-PK-11 prowadzi do inicjacji szlaku
proteolitycznej degradacji cykliny B podczas przejscia z metafazy do anafazy 1. po-
dzialu mejotycznego, ktéra jest z kolei bezposrednim lub posrednim bodzcem do
niezaleznej od rozpadu czynnika MPF, molekularnej $ciezki stymulacji centrum ka-
talitycznego konwencjonalnego izoenzymu kalpain, czyli neutralnych/obojetnych
proteaz cysteinowych zaleznych od jonéw Ca*+ - kalpainy Il (m-CANP/m-CL, ang.
Calcium-Activated Neutral Protease/Calpain) (85). Natywny proenzym (zymogen) izofor-
my m-CANP/m-CL tej rodziny cytozolowych proteaz tiolowych jest aktywowany na
drodze autolitycznej na powierzchni wewnatrzkomorkowej, tj. cytoplazmatycznej
oolemmy w warunkach wysokiego (milimolarnego) stezenia wolnych kationow wap-
nia w cytozolu mM-[Ca2+I(.. 1zoenzym m-CANP/m-CL tych endopeptydaz wewnatrz-
komérkowych, zawierajagcych w swoim centrum katalitycznym cysteine i histydyne,
odpowiedzialny jest za inaktywacje czynnika CSF poprzez biodestrukcje jednego
zZ jego podstawowych sktadnikdw funkcjonalnych - kinazy p39°°* w $Srodowisku
ooplazmatycznym aktywowanej cybrydy klonalnej (86,87). Aby jednak $ciezka bio-
degradacji cyklin B oraz zahamowania aktywno$ci MPF zostata uruchomiona, musi
dojs¢ do aktywacji wielopodjednostkowego kompleksu biatkowego ligazy ubikwity-
nowej okreslanego jako kompleks inicjujacy anafaze lub cyklosom (APC/C, ang. Ana-
phase-Promoting Complex/Cyclosome) (85). Skfadniki APC/C to biatka strukturalne, re-
gulacyjne i enzymatyczne odpowiedzialne za potgczenie z ubikwityng cykliny B lub
innych bialek, m.in. biatek uniemozliwiajagcych przedwczesny rozdziat chromatyd
siostrzanych w anafazowej segregacji chromosomow, czyli tzw. sekuryn Pdsl/Cut2
(ang. Precocious Dissociation of Sister Chromatids I/Cut Untimely Torn 2), ktére maja
ulec degradacji, oraz proteasom 26S, ktory jest bezposrednio zaangazowany w roz-
pad ubikwitynowanej cykliny B (88).
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3.5. Systemy sztucznej aktywacji rekonstruowanych oocytéw $wini w klonowa-
niu somatycznym

W klonowaniu somatycznym $wif wykorzystywane sg rozne strategie aktywacji
rekonstruowanych oocytdéw. Protokét sztucznej aktywacji dotyczy nie tylko rodzaju
czynnika aktywujgcego (aktywatora), ale takze momentu jego zastosowania. Czyn-
nik aktywujacy powoduje albo uwalnianie jonéw wapnia bezposrednio z depozytéw
wewnatrzoocytarnych, albo ich dokomoérkowy transport ze srodowiska zewnatrzko-
morkowego. Sztuczne aktywatory stymulujg transbtonowe domeny receptorowe ki-
nazy tyrozynowej lub czasteczki receptoréw powierzchniowych sprzezonych z biat-
kami G. Biatka te z kotei biorg udziat w przekazywaniu i transformacji egzogennego
(jonowego tub czasteczkowego) sygnatu aktywujacego na kaskade enzymatyczna,
zapoczatkowang przez fosfolipaze C podtypu y lub p (27,36,37). Enzym ten katalizu-
je rozktad hydrolityczny fosfatydyloinozytolo-4,5-6/sfosforanu (PIP2), zakotwiczone-
go w wewnetrznej (cytoplazmatycznej) warstwie oolemmy, do myo-inozytolo-1,4,5-tr/s-
fosforanu (InsP3) oraz 1,2-diacylogticerolu (DAG). 1,4,5-fnsfosforan myo-inozytolu
jest wtdrnym transmiterem aktywujacego sygnatu zewnatrzkomorkowego, odpo-
wiedzialnym za otwarcie kanatdbw wapniowych poprzez InsP3-zatezne receptory
w blonach retikutum endoplazmatycznego gtadkiego. Uwolnione kationy wapnia
wigzg sie preferencyjnie z kalmoduling, ktora z kolei reguluje aktywno$¢ wielu en-
zymOw m.in. fosfataz, kinaz biatkowych A i C (PKA, PKC) czy zateznej od Ca™+ i kal-
moduliny kinazy biatkowej typu Il (CaM-PK-11), a takze zlokalizowanej w oolemmie
ATPazy zaleznej od Ca"+-kalmoduliny i jonow Mg2+ (43-45,70).

W technologii klonowania somatycznego $win powszechnie stosowanymi bodz-
cami aktywujacymi sg czynniki fizyczne takie jak; impulsy elektryczne (impulsy pra-
du statego) (1,89). Do tych rzadziej stosowanych nalezg natomiast czynniki chemicz-
ne takie jak: antybiotyki jonoforowe np. jonomycyna wapnia (9,90) lub jonofor Ca"+
A23187, czyli kalcymycyna (91), a takze timerosal (tiomersal) w kombinacji z ditio-
treitolem (92,93). Protokdt rownoczesnej fuzji i aktywacji, w ktérym te same impul-
sy elektryczne, jakie inicjuja fuzje komorki somatycznej z bezjadrzastym cytopla-
stem, stanowig czynnik aktywujacy zrekonstruowane oocyty, jest najczesciej wyko-
rzystywany do stymulacji programu rozwojowego cybryd klonalnych $wini (9,89).
Rzadziej do tego celu stosowany jest protokot postaktywacii, czyli aktywacji inicjo-
wanej czynnikami chemicznymi (jonomycyna wapnia, kalcymycyna, timerosal i ditio-
treitol) lub fizycznymi (impulsy pradu statego) po 1-4 godzinach od wprowadzenia
jadra komorkowego do cytoplazmy enukieowanego oocytu (1,8). Po ekspozycji na
dziatanie wihasciwego aktywatora takiego jak antybiotyk jonoforowy lub impulsy
elektryczne, zrekonstruowane oocyty poddawane sg zazwyczaj kilkugodzinnej inku-
bacji w obecnosci niespecyficznego lub specyficznego inhibitora kompetycyjnego
kinaz cyklino-zaleznych np. 6-dimetyloaminopuryny (6-DMAP) (8-10,23) lub butyry-
lolaktonu | (23), bgdZ w obecnosci odwracalnego blokera syntezy biatek np. cyklo-
heksimidu (CHXM) (90,91).
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Optymalnym wzorcem sztucznej aktywacji bytby wzorzec zblizony do naturalnej
nia, ktéry indukuje kaskade proceséw odpowiedzialnych za uwalnianie do oopla-
zmy wolnych jonéw wapnia w postaci serii pulsacyjnych wyrzutow. Na obecnym eta-
pie badan, wydaje sie, ze wymagania te spetniajg jedynie takie aktywatory jak time-
rosal w kombinacji z ditiotreitolem, jednakze tylko w odniesieniu do niektorych ga-
tunkow ssakow (Swinia, mysz) (93,94).

3.5.1. Profil przyrostu stezenia wolnych jondw wapnia w ooplazmie przy zastoso-
waniu aktywacji fizycznej z uzyciem impulséw elektrycznych

Aktywacja cybryd klonalnych metodg elektroporacji powoduje tymczasowe po-
wstawanie mikroporéw w oolemmie zrekonstruowanych oocytéw, ktére umozli-
wiaja bierny transport egzogennych kationéw wapnia do komorki, napedzany tzw.
dodatnim gradientem stezenia Ca2+. Srednica i liczba tych poréw zalezy nie tylko
od diugosci trwania impulséw pradu statego, lecz takze od ich liczby, odstepu cza-
sowego miedzy nimi oraz natezenia pola elektrostatycznego (60,95). Elektroaktywa-
cja jest zatem mozliwa tylko w warunkach znacznie wyzszej koncentracji jondw
Ca™+ w Srodowisku zewnatrzkomorkowym, jakim jest roztwor izotonicznego die-
lektryku, w stosunku do cytozolowego poziomu stezenia kationdéw wapnia.

Wyzszy potencjat rozwojowy zarodkéw klonalnych swini do stadium moruli oraz
blastocysty uzyskano po zastosowaniu wielokrotnych impulséw elektrycznych z réw-
noczesnym obnizeniem natezenia pola elektrostatycznego i skréceniem czasu trwa-
nia impulséw pradu statego. Impulsy elektryczne byly generowane w okre$lonych
przedziatach czasowych (od kilku- do 30-minutowych) dla nasladowania oscylacji
wapniowych, wystepujgcych podczas zaptodnienia. Kombinacja wielokrotnych im-
pulséw i niskiego natezenia pola elektrostatycznego moze powodowaé mniejsze
uszkodzenia oolemmy cybryd klonalnych oraz nie indukowa¢ zjawiska ekscytotok-
sycznosci kationéw wapnia w ooplazmie w poréwnaniu z oddziatywaniem poje-
dynczego impulsu przy wysokim natezeniu pola elektrostatycznego (24,79). Mimo
ze pochodzenie jonéw Ca™" podczas aktywacji elektrycznej jest, jak sie powszech-
nie uwaza, zewnatrzkomdrkowe, to sugeruje sig, ze elektroporacja moze takze sty-
mulowaé uwalnianie wapnia z magazynéw wewnatrzkomdrkowych.

Aplikacja pojedynczych impulséw pradu statego prowadzi tylko do jednorazo-
wej mobilizacji wewnatrzoocytarnych rezerwuaréw wapniowych. Natomiast strate-
gia multiplikacji impulséw elektrycznych pozwala na generowanie dtugiej serii oscy-
lacyjnych wyrzutow Ca’+, podwyzszajacych wielokrotnie stezenie tych kationdw
w ooplazmie. Protokot oparty na zwielokrotnieniu impulsacji elektrycznej znacznie
upodabnia sztuczng aktywacje cybryd klonalnych $wini do naturalnej aktywacji spo-
wodowanej penetracjg oocytu przez plemnik. Ekspozycja zrekonstruowanych oocy-
téw na nagte zmiany sity jonowej w roztworze dielektryku utrudnia doktadne zare-
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jestrowanie czestotliwosci oraz amplitudy falowych wyrzutéw Ca*+ w ooplazmie.
Nie ulega jednak watpliwosci, ze oba wspomniane parametry fizyczne cyklicznych
wyrzutéw wapnia zalezg od dtugosci trwania impulséw pradu statego, ich liczby,
odstepu czasowego miedzy nimi, natezenia pola elektrostatycznego, a nawet steze-
nia egzogennych jonéw Ca™+ w roztworze do elektroaktywacji. Podstawowy po-
ziom cytozolowej koncentracji wolnych kationdw wapnia w oocytach waha sie w gra-
nicach 20-60 nM/L, a po zmultiplikowanej elektroimpulsacji wzrasta do poziomu ok.
4 mM/L, zblizonego do stezenia charakterystycznego dla oocytow w trakcie zaptod-
nienia (35,60,77). Jednakze z powodu wysokiej pojemnosci buforowej ooplazmy,
dodatkowo zwiekszonej w wyniku transplantacji jader komdrek somatycznych,
gwattownie podwyzszona koncentracja jonOw wapnia stopniowo obniza sie i po-
wraca do poziomu podstawowego jeszcze przed ukonczeniem interfazy pierwszego
cyklu podziatowego zarodkéw klonalnych.

3.5.2. Profil przyrostu stezenia wolnych jonéw wapnia w ooplazmie przy zastoso-
waniu aktywacji chemicznej z uzyciem jonomycyny wapnia

Inkubacja zrekonstruowanych oocytéw $wini w roztworze jonomycyny Ca2+,
ktora jest jedng z odmian jonoforu wapnia, generuje wydtuzony logarytmiczny przy-
rost wewnatrzkomaérkowej koncentracji kationéw wapnia, co znacznie odrdznia te
strategie sztucznej aktywacji od fizjologicznego wzorca zmian stezenia wapnia
w ooplazmie. W przypadku ekspozycji cybryd klonalnych na dziatanie jonomycyny
wapnia, zrodto jonéw Ca™+ obecnych w ooplazmie jest prawdopodobnie zaréwno
pochodzenia zewnatrzkomorkowego, jak i endogennego. Jonomycyna jako antybio-
tyk jonoforowy, majacy zdolno$¢ indukowania transportu biernego no$nikowego
(dyfuzji utatwionej) i swoistej wymiany kationdéw jednowartosciowych (H+/H30 +)
oraz dwuwartosciowych (Ca™+ i Mg"*), w pierwszej kolejnosci mobilizuje we-
wnatrzoocytarne depozyty wapniowe w cysternach retikulum endoplazmatycznego
gtadkiego. To z kolei na zasadzie dodatniego sprzezenia zwrotnego pobudza dyfu-
zje egzogennych kationéw wapnia do ooplazmy zrekonstruowanych oocytow $wini.
Mechanizm stymulacji cybryd klonalnych do dalszego rozwoju polega zatem na in-
dukowaniu dwufazowych zmian w ooplazmatycznej koncentracji jonéw wapnia
(27,79,96).

W poréwnaniu ze standardowymi systemami postaktywacji chemicznej stosowa-
nymi powszechnie w klonowaniu somatycznym bydta (97), w ktdérych zaleca sie
okoto 5-minutowg inkubacje zrekonstruowanych oocytéw w 5-pM roztworze jono-
mycyny, w klonowaniu $win podwyzszenie koncentracji jonomycyny do 15 pM/L
przynosi znacznie lepsze wyniki. Wyrazajg sie one nie tylko zwiekszeniem poten-
cjalu rozwojowego hodowanych in vitro zarodkéw klonalnych, lecz takze poprawg
jakosci uzyskanych blastocyst (8,9,23). Prawdopodobnie przyrost koncentracji tego
czynnika aktywujgcego z 5 pM/L do 15 pM/L indukuje juz nie pojedynczg fale przy-
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rostu jonéw Ca™, lecz calg serie repetytywnych wyrzutéw logarytmicznych katio-
néw wapnia, przypominajgca w wiekszym stopniu fizjologiczny mechanizm uwal-
niania Ca"+ z magazyndéw wewnatrzkomorkowych. Nasladowanie procesu natural-
nej aktywacji w warunkach trzykrotnego podwyzszenia stezenia jonomycyny w po-
zywce hodowlanej spowodowane jest takze gwattownym wzbudzeniem wielokrot-
nych cykli oproznien rezerwuaréw wapniowych w zrekonstruowanych oocytach.
Z jednej strony umozliwia to transdukcje dostatecznie silnego sygnatu jonowego
stymulujacego szybkie uruchomienie programu rozwojowego cybryd klonalnych,
a z drugiej zas chroni cybrydowa komorke przed szkodliwymi efektami cytotoksycz-
nymi, zwigzanymi z utrzymujacym sie przez dtuzszy czas wysokim poziomem wap-
nia w ooplazmie zrekonstruowanych oocytéw (9,10,79,90).

3.5.3. Profil przyrostu stezenia wolnych jonéw wapnia w ooplazmie przy zastoso-
waniu aktywacji chemicznej z uzyciem timerosalu i ditiotreitolu

Czynnikiem aktywujacym, ktory indukuje diuga serie repetytywnych wyrzutéw
jonéw Ca+ o charakterze falowym w dojrzatych mejotycznie oocytach $wini jest ti-
merosal (etylorteciotiosalicylan sodu) okreSlany réwniez czesto tiomersalem we-
diug alternatywnej nomenklatury chemicznej. W przeciwienstwie do wszystkich in-
nych bodzcow fizykochemicznych, stymulujacych tylko pojedynczy przyrost katio-
néw wapnia w ooplazmie partenogenetycznie aktywowanych oocytéw Mil lub cy-
bryd klonalnych, timerosal generuje oscylacyjne zmiany wewnatrzkomérkowego
stezenia Ca™+, najbardziej przypominajgce mechanizm aktywacji naturalnej, spowo-
dowanej penetracjg oocytu przez plemnik (92,98).

Timerosal jako czynnik utleniajacy grupy sulfhydrylowe (tiolowe) receptorow
myo-inozytolo-1,4,5-tr/sfosforanu, stanowigcych integralng czes¢ InsP3-zaleznych
kanatéw wapniowych, jest zdolny do wielokrotnej mobilizacji wewnatrzkomdrko-
wych depozytéw kationéw wapnia w zrekonstruowanych oocytach $wini. Dziesie-
ciominutowa inkubacja cybryd klonalnych w pozywce uzupetnionej 200 juM/L time-
rosalu (92,93) okazala sie najbardziej optymalng strategiag aktywacji. Wynurzenie sie
pierwszej fali przyrostu jonéw Ca’+ w ooplazmie nastepowato w ciagu 5,5 minut od
chwili rozpoczecia ekspozycji zrekonstruowanych oocytéw na dziatanie timerosalu,
a liczba pulsacyjnych wyrzutow wapnia wahata sie od dwdch do szesciu. Pierwsza
kaskadowa fala wylewu kationéw wapnia do ooplazmy wykazywata najwiekszg am-
plitude wychylen od réwnowagi stezeniowej Ca”+. Natomiast kolejne oscylacje wap-
niowe charakteryzowaty sie stopniowym obnizaniem sie amplitudy i czestotliwosci
ich wystepowania. Po 30-45 minutach od rozpoczecia aktywacji zrekonstruowanych
oocytow Swini obserwowano catkowity zanik oscylacji w ooplazmie.

Poza korzystnym efektem oddziat>"ania na cybrydy klonalne $wini, timerosal
wykazuje jednak niewielkie wiasciwosci cytotoksyczne, gdyz utlenia réwniez grupy
tiolowe (-SH) tubuliny do mostkéw disulfidowych (disiarczkowych; -S-S-). Hamuje on
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przez to polimeryzacje mikrotubuli kinetochorowych i biegunowych oraz doprowa-
dza do czeSciowej degradacji wrzeciona kariokinetycznego, a takze pozostatych
elementéw cytoszkieletu mikrotubularnego zrekonstruowanych oocytéw (m.in.
centréw organizujacych cytoplazmatyczng sie¢ mikrotubuli o konformacji dicentrio-
larnej astrosfery centrosomow lub tetracentriolarnej astrosfery diplosoméw). Dlate-
go tez w procedurach postaktywacji cybryd klonalnych zaleca sie stosowanie time-
rosalu w kombinacji z ditiotreitolem (DTT; 2,3-dihydroksybutano-I,4-ditiolem), di-
sulfliydrylowym zwigzkiem redukujgcym mostki disiarczkowe (disulfidy) tubuliny
oraz biatek receptorowych specyficznych dla InsP3 lub rianodyny, ktére odpowie-
dzialne sg za cykliczne uwalnianie wewngtrzkomdérkowych jonéw Ca™ z rezerwu-
aréw ooplazmatycznych. Ze wzgledu na antagonistyczne wiasciwosci w stosunku
do timerosalu, DTT jest zdolny do regeneracji ultrastruktury wrzeciona podziatowe-
go oraz inhibicji oscylacji wapniowych w ooplazmie zrekonstruowanych oocytow
Swini (27,98).

4. Podsumowanie. Wplyw dojrzewania i sztucznej aktywacji oocytow
na uruchomienie programu rozwojowego zarodkéw klonalnych swini

Sztuczna aktywacja zrekonstruowanych oocytdw jest jednym z czynnikéw, ktore
w duzym stopniu decydujg o pre- i postimplantacyjnych kompetencjach rozwojo-
wych zarodkéw klonalnych $wini. Réznice pomiedzy poszczegélnymi protokotami
sztucznej aktywacji zrekonstruowanych oocytow $wini dotycza zardwno rodzaju
czynnika aktywujgcego, jak i wlasciwego momentu zastosowania okrestonego akty-
watora (9,23). Optymalny przedziat czasowy do zainicjowania aktywacji moze zale-
ze¢ zaréwno od czasu wymaganego do uzyskania dojrzatosci jadrowej i cytoplazma-
tycznej oocytdw, jak i od czasu pojawienia sie¢ pierwszych symptomdw starzenia sie
zrekonstruowanych hybryd jadrowo-ooplazmatycznych (4,7). Wydaje sie, ze szybsze
tempo dojrzewania jgdrowo-cytoptazmatycznego, a w konsekwencji wyzsza kinety-
ke procesu starzenia sie in vitro wykazuja oocyty, ktére swojg kompetencje mejo-
tyczna nabyty w warunkach in vivo w poréwnaniu do oocytéw hodowanych ex vivo.

StruktLiralno-funkcjonalnym wyznacznikiem dojrzatosci jadrowej oocytow w sta-
dium MII jest stopierh zaawansowania procesu wyrzucenia i. ciatka kierunkowego do
przestrzeni okotozéttkowej. Wyrzucenie |. ck pod ostonke przejrzysta jest efektem
tzw. szczatkowej (poronnej) tub biegunowej cytokinezy oocytu, ktéra prowadzi do
powstania obtonionej struktury komdrkowej, zawierajacej poronne wrzeciono ka-
riokinetyczne oraz perikarion, czyli cienka warstwe $cisle przylegajacej do zespotu
silnie skondensowanych chromosomoéw tzw. resztkowej ooplazmy. Oocyty dojrze-
wajace w warunkach pozaustrojowych charakteryzuja sie czesto obecnoscig cze-
Sciowo (potowicznie) odcinajacego sie z podbtonowej strefy kortykatnej ooptazmy I.
ck. Dlatego tez efektywnos$¢ sztucznej aktywacji cybryd klonalnych pochodzacych
z hodowanych in vitro oocytow jest zwykle nizsza w poréwnaniu do oocytéw dojrze-
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wajgcych in vivo. W tych ostatnich inicjacja i progresja procesu tzw. cytokinezy bie-
gunowej w telofazie I. podziatu mejotycznego przebiega bowiem znacznie szybciej
niz w oocytach, ktore osiggnety zdolno$¢ do wznowienia i ukoficzenia mejozy w wa-
runkach ex vivo (23,25).

jednym z gtéwnych przejawéw dojrzewania cytoplazmatycznego oocytow sg
prawdopodobnie zmiany wiasciwosci, wielkosci i gestosci ooplazmatycznych ka-
natow uwalniania wapnia (24). Mozna zatem przypuszczaé, ze przemiany te stano-
wig endogenny mechanizm preadaptacyjny oocytow $wini do powstania takich wa-
runkéw w cytozolu, jakie sg bezwzglednie wymagane dla wywotania oscylacyjnych
wyrzutéw jonéw Ca™+ o odpowiedniej amplitudzie i czestotliwosci w odpowiedzi
na zadziatanie bodZca indukujacego aktywacije. Wydaje sie bowiem, ze stosunek ilo-
Sciowy kanatdw wapniowych przypadajacy na okreslong jednostke powierzchni cy-
stern i kanalikbw wewnatrzoocytarnych rezerwuar6éw kationbw wapnia, gtdwnie
siateczki Srodplazmatycznej gladkiej, determinuje w duzym stopniu wielko$¢ nate-
zenia sygnatéw jonowych pojawiajacych sie w zrekonstytuowanych oocytach Swini
wkrotce po egzogennej stymulacji ich programu rozwojowego. Liczba InsP3-zalez-
nych kanatow uwalniania wapnia w zewnetrznej warstwie cytoplazmatycznej bton
retikulum endoplazmatycznego agranularnego jest znacznie nizsza w oocytach doj-
rzatych in vitro niz w w oocytach dojrzatych in vivo (owutowanych). Dlatego tez in-
tensywnos$¢ transdukcji wewnatrzkomoérkowego sygnatu wapniowego w nastep-
stwie aktywacji zrekonstruowanych oocytow, ktore nabyty kompetencje mejotyczng
w pecherzykach jajnikowych samic-dawczyn, utrzymuje sie na istotnie wyzszym po-
ziomie niz w przypadku oocytow hodowanych in vitro. O osiggnieciu optymalnego
stopnia dojrzatosci cytoplazmatycznej oocytéw przystosowanych biochemicznie
i Liltrastrukturalnie do sztucznej aktywacji decyduje tez zageszczenie ziaren koro-
wych w okreslonej jednostce objetosci cytozolu (100 pm?), ktdre jest nizsze w oocy-
tach dojrzatych in vitro niz w oocytach owutowanych, pozyskiwanych z jajowodéw
stymulowanych hormonalnie samic-dawczyni. Ta ostatnia wtasciwos$¢ oocytow-bior-
cow jader komérkowych zalezy takze od odpowiedniego przestrzennego rozmiesz-
czenia sieci mikrofilamentow aktynowych cytoszkieletu i membranoszkieletu, nie-
zbednych do efektywnej egzocytozy ziaren korowych z warstwy kortykalnej oopla-
zmy po ekspozycji cybrydy klonalnej na dziatanie okre$lonego aktywatora. Zrekon-
struowane oocyty Swini spetniajace wszystkie wspomniane warunki molekularnej
i Liltrastrukturalnej przydatnosci do procedury sztucznej aktywacji mogg posiadacé
wysokie kompetencje w zakresie przed- i poimplantacyjnego rozwoju zarodkdéw
klonalnych (5,24,90).

Praca Finansowana ze $rodkéw na nauke w latach 2009-2012 jako projekt badawczy wiasny
nr N N311 315936.
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