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‘N]stt;p — Strategie sztucznej aktywacji
oocytow Swini  zrekonstruowanych

z jader komérek somatycznych

Protokét sztucznej aktywacji oocytow
rekonstruowanych technikami klonowania soma-
tycznego, stanowigcych somato-gametogeniczne
hybrydy jadrowo-cytoplazmatyczne (tzw. cy-
brydy klonalne lub cybrydowe zygoty klonalne)
obejmuje nie tylko rodzaj czynnika aktywujace-
go, ale takze moment jego zastosowania w sto-
sunku do etapu rekonstrukcji enukleowanych
oocytow, czyli ooplastow (cytoplastow). Wia-
sciwy moment do zainicjowania aktywacji zre-
konstruowanych oocytow moze zaleze¢ zard6wno
od czasu wymaganego do progresji cyklu mejo-
tycznego ze stadium diktiotenu profazy I (sta-
dium pecherzyka zarodkowego — GV; ang. ger-
minal vesicle) do stadium metafazy I (MII)
i uzyskania jgdrowej oraz cytoplazmatycznej
dojrzatosci, jak i od czasu pojawienia si¢ pierw-
szych sygnatow starzenia si¢ oocytu. Dojrzewa-
nie cytoplazmatyczne oocytu, ktére towarzyszy
procesowi jego dojrzewania mejotycznego (ja-
drowego), dotyczy m.in. zmian wlasciwosci,
wielkos$ci 1 gestosci kanatow wapniowych w cy-
sternach i kanalikach siateczki $rodplazmatycz-
nej gladkiej (tj. retikulum endoplazmatycznego
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agranularnego — ER,,; ang. agranular endopla-
smic reticulum), koniecznych do wywotania
oscylacyjnych fal przyrostu wewnatrzcytozolo-
wego stezenia jonow wapnia w odpowiedzi na
zadziatanie bodzca indukujgcego aktywacje.
Czynnik aktywujacy (aktywator) powoduje
uwalnianie jonéw wapniowych albo bezposred-
nio z depozytow wewnatrzoocytarnych, albo ich
dokomoérkowy transport ze $rodowiska ze-
wnatrzkomorkowego. Optymalnym wzorcem
sztucznej aktywacji bylby wzorzec zblizony do
naturalnej aktywacji oocytu, inicjowanej przez
penetrujacy plemnik podczas zaptodnienia, ktory
indukuje kaskadg¢ procesow odpowiedzialnych
za uwalnianie do ooplazmy wolnych jonow
wapnia w postaci serii pulsacyjnych wyrzutow
(De Sousa i in., 2002; Zhu i in., 2002).

W klonowaniu somatycznym §win wy-
korzystywane s3 rézne protokoly egzogennej
stymulacji zarodkowego programu rozwojowego
hybryd jadrowo-cytoplazmatycznych. Rodznice
migdzy poszczegbdlnymi systemami aktywacyj-
nymi dotycza przede wszystkim odstepu czaso-
wego miedzy momentem rekonstrukcji enukle-
owanego oocytu a momentem zainicjowania
sztucznej aktywacji zrekonstruowanego oocytu.
Powszechnie stosowang strategia aktywacyjng
jest protokot jednoczesnej fuzji i aktywacii (F/A)
rekonstytuowanych oocytow. W niniejszym pro-
tokole te same impulsy elektryczne, ktore indu-
kuja fuzje komorki somatycznej z bezjadrzastym
ooplastem, stanowig czynnik aktywujacy zre-
konstruowane oocyty (Dai i in., 2002; Lai i in.,
2002; Lee i in., 2003 b, 2016; Hwang i in., 2015;
Hua i in., 2016; Huang i in., 2016).
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Tabela 1. Biochemiczne i biofizyczne mechanizmy transdukcji sygnatu wapniowego, indukowanej w wyniku
sztucznej stymulacji zarodkowego programu rozwojowego oocytdw $wini, zrekonstruowanych technika
transplantacji jader komorek somatycznych (SCNT; ang. somatic cell nuclear transfer) oraz poddanych

dziataniu r6znych aktywatoréw
Table 1. The biochemical and biophysical mechanisms underlying calcium signal transduction induced through
artificial stimulation of embryonic developmental program of porcine oocytes reconstructed by somatic
cell nuclear transfer (SCNT) and exposed to different activators

Rodzaje czynnikéw aktywujacych

Geneza i charakter przyrostu cytoplazmatycznej
koncentracji jonéw Ca**

» Fizyczne:
e impulsy elektryczne
(impulsy pradu statego)

aktywacja oocytow wyltacznie w obecnosci kationow
wapnia w  $rodowisku  zewnatrzkomorkowym
(w medium do elektroporacji blon plazmatycznych),
ktorych pojemnosciowy naptyw do cytoplazmy sty-
muluje uwalnianie wolnych jonéw Ca** z depozytow
wewnatrzkomoérkowych (tj. cystern i kanalikow sia-
teczki srodplazmatycznej gladkiej — ER,,)

jedynie w wyniku multiplikacji impulséw pradu
statego profil przyrostu cytoplazmatycznego st¢ze-
nia wolnych kationow wapnia nie odbiega od
wzorca fizjologicznego (w procesie monosper-
micznego zaptodnienia dojrzatego mejotycznie oo-
cytu), przyjmujacego pulsacyjny (tj. oscylacyjny)
sposob uwalniania kationdéw wapniowych z ER,,

» Chemiczne (syntetyczne):
e antybiotyki jonoforowe
(jonomycyna wapnia, jonofor Ca>" A23187,
czyli kalcymycyna)

e alkohol etylowy

e timerosal (tiomersal) i ditiotreitol

e mobilizacja wewnatrz-, a nastgpnie zewnatrzko-
’ ror . ’ 2+
moérkowych zrédet jonéw Ca
¢ logarytmiczny wzorzec przyrostu stezenia wol-
nych jonéw Ca’" w ooplazmie, rozniacy si¢ od
wzorca fizjologicznego

¢ indukuje pojedynczy, gwalttowny wzrost poziomu
jonow Ca”" w ooplazmie zaréwno w wyniku do-
komorkowego naptywu kationéw wapnia ze §ro-
dowiska pozakomorkowego (pozywka hodowla-
na), jak i w wyniku uwolnienia jonéw Ca*" z ER,,

e profil przyrostu cytoplazmatycznego stg¢zenia
wolnych kationow wapnia odbiega od wzorca fi-
zjologicznego

e timerosal - odczynnik utleniajacy grupy tiolowe re-
ceptorow 1,4,5-trisfosforanu myo-inozytolu (InsP3),
stanowigcych integralng czg$¢ InsPs;-zaleznych
kanatéw wapniowych; odpowiedzialny za gene-
rowanie dhugiej serii falowych wyrzutéw jonéow
Ca”" z ER,, (tzw. oscylacji wapniowych), zblizo-
nej do fizjologicznego wzorca przyrostu st¢zenia
wolnych kationow wapnia w ooplazmie

o ditiotreitol - disulthydrylowy odczynnik redukuja-
cy mostki disiarczkowe biatek receptorowych
InsPs, odpowiedzialnych za uwalnianie jonow Ca>"

» Biologiczne (biochemiczne lub pseudofizjolo-
giczne):

e ckstrakty cytozolowe plemnikéw lub homo-
genaty izolowanych bialek, badz ich tran-
skryptow — rozpuszczalna forma izoenzymu
PLC-& lub transkryptow tego biatka (mRNA
lub cRNA enzymu PLC-£)

e oscylacyjny sposob uwalniania wolnych jonow
Ca®" z magazyndéw wewnatrzkomorkowych, naj-
bardziej przypominajacy fizjologiczny wzorzec
przyrostu kationéw wapnia w ooplazmie
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Alternatywny system ektopowej stymu-
lacji cybryd klonalnych stanowi protokot post-
aktywacji, czyli aktywacji opoznionej kilka go-
dzin (od 1 do 4 godzin) w stosunku do fuzji
kompleksow enukleowany oocyt-komoérka so-
matyczna (Kawakami i in., 2003; Lee i in., 2003
a; Kawano i in., 2004; Kim i in., 2016). Podczas
gdy w protokole réwnoczesnej F/A rekonstytu-
owanych oocytow sztucznym aktywatorem sg
wylacznie czynniki fizyczne, takie jak: impulsy
pradu statego (Cheong i in., 2002; Park i in.,
2002; Im 1 in., 2004; Lee 1 in., 2005; Samiec
iin., 2015) (tab. 1), w protokole post-aktywacji
stosowane sg roézne rodzaje bodzcow aktywuja-
cych. Jednym z nich sg czynniki fizyczne w po-
staci impulséw elektrycznych (Kurome i in.,
2003; Holker 1 in., 2005; Tomii i in., 2005; Kim
iin., 2016) (tab. 1). Kolejng grupe stanowig ak-
tywatory chemiczne (tab. 1), do ktorych sa zali-
czane: (1) antybiotyki jonoforowe, np. jonomycy-
na wapnia lub kalcymycyna, czyli jonofor Ca*"
A23187 (Cheong i in., 2000; Yin i in., 2002; Hy-
un 1 in., 2003 a; Samiec i1 in., 2003; Garcia-
Mengual i in., 2008; Samiec i Skrzyszowska,
2012) lub (2) tiopochodne odczynniki organiczne
z grupy syntetycznych analogow zwigzkow tiofe-
nolowych oraz zwigzkéw dimerkaptanowych (di-
tiolowych lub disulthydrylowych), tj. odpowied-
nio: timerosal (tiomersal) i ditiotreitol (Tao 1 in.,
1999 a,b, 2000; Hao i in., 2006; Im 1 in., 2006;
Yuani in., 2014).

Intensywnie prowadzone badania nad
udoskonaleniem metod sztucznej aktywacji cy-
bryd klonalnych §wini polegaja gtownie na op-
tymalizacji parametréow technicznych generowa-
nego pola elektrostatycznego (natgzenie, czas
trwania impulsow, liczba impulsoéw i odstgp cza-
sowy miedzy nimi) (De Sousa i in., 2002; Park
1in., 2002; Kurome i in., 2003) lub tez coraz
czesciej na taczeniu wlasciwego bodzca aktywu-
jacego (impulsow pradu statego, jonomycyny
wapnia lub kalcymycyny) ze zwigzkami odwra-
calnie blokujacymi aktywno$¢ cyklino-zaleznych
kinaz biatkowych (CDKs; ang. cyclin-dependent
protein kinases) z grupy niespecyficznych lub
specyficznych inhibitoréw kompetycyjnych CDKs,
takich jak: 6-dimetyloaminopuryna (6-DMAP)
(Betthauser 1 in., 2000; Boquest i in., 2002; Roh
i Hwang, 2002; Hyun i in., 2003 a; Hoélker i in.,
2005; Garcia-Mengual i in., 2008; Kim i in.,
2016) lub R-roskowityna (R-RSCV) (Samiec

i Skrzyszowska, 2012) badz butyrylolakton
I (BTRL-I) (Dinnyes i in., 1999; Yin i in., 2002),
czy niespecyficznymi zwigzkami hamujgcymi
translacje (w tym resyntez¢ cykliny B, podjed-
nostki regulatorowej czynnika dojrzewania mejo-
tycznego — MPF; ang.  meiosis/maturation-
promoting factor), np. cykloheksimidem (CHXM)
(Cheong 1 in., 2000; Martinez Diaz i in., 2002;
Lee i in., 2003 a; Samiec i in., 2003; Skrzyszow-
ska iin., 2008; Hua i in., 2016).

Aktywacja fizyczna zrekonstruowanych oocy-
téw z wykorzystaniem impulséw elektrycz-
nych

Aktywacja zrekonstruowanych oocytow
$wini metoda elektroporacji, okreslanej takze
elektropermeabilizacja, wywoltuje okresowe
(odwracalne) zmiany ultrastrukturalne w btonie
plazmatycznej, ktore prowadza do przerwania
cigglosci warstw fosfolipidowych i1 powstawania
w jej obrebie mikroporow badz mikrokanatow,
bedacych droga dokomoérkowego transportu eg-
zogennych jonéw Ca®", obecnych w roztworze
dielektryku (Didion i in., 1990; Ozil i Huneau,
2001; Huang i in., 2016) (tab. 1). Srednica i licz-
ba tych mikroporéw zalezy nie tylko od dlugosci
trwania impulséw pradu stalego, lecz takze od
ich liczby oraz natezenia pola elektrycznego.
Tzw. pojemnos$ciowy naplyw kationdw wapnia
do cytoplazmy elektrostymulowanych cybryd
klonalnych o przejsciowo zwigkszonej prze-
puszczalnosci oolemmy jest wynikiem pozytyw-
nego gradientu stezen jonéow Ca’* oraz wysokiej
przenikalno$ci dielektrycznej kationdéw wapnia.
Innymi stowy, elektroaktywacja jest mozliwa
tylko w obecnoéci jonéw Ca®" w srodowisku
zewnatrzkomorkowym. Mimo ze pochodzenie
kationéw wapniowych podczas aktywacji elek-
trycznej jest, jak si¢ powszechnie uwaza, ze-
wnatrzkomodrkowe, to sugeruje si¢, ze elektropo-
racja oolemmy moze takze stymulowaé uwal-
nianie jonéw Ca®" z magazynéw wewnatrzko-
morkowych (Dinnyes i in., 1999; Putney
1 McKay, 1999; Machaty i in., 2002 b). Potwier-
dzeniem tego sa badania przeprowadzone na 0o-
cytach krolika, ktorych nie udato si¢ aktywowac,
gdy elektroporacja miala miejsce w obecnosci
kationéw litu (jony Li" sa powszechnie znane
jako inhibitor przemian prowadzacych do po-
wstania myo-inozytolo-1,4,5-trisfosforanu — InsP;)
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(Ozil, 1990, 1998). Ten niepodwazalny dowod
naukowy moze z kolei wskazywaé na hipoteze,
wedlug zatozen ktérej naptyw jonow Ca>" do
ooplazmy inicjuje stymulacj¢ szlaku transdukcji
sygnalu wapniowego na etapie hydrolizy fosfa-
tydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (PIP,) lub na-
wet wczesniej — w momencie aktywacji fosfoi-
nozytydazy C typu B lub y (PLC-B/PLC-y) przez
aktywne izoformy biatka G,/G, lub kinazy tyro-
zynowej. Nie wykluczone rowniez, ze $ciezka
przenoszenia wewnatrzkomérkowych sygnatow
wapniowych, prowadzgca do odblokowania pro-
gramu rozwojowego cybryd klonalnych, rozpo-
czyna si¢ przez pobudzenie wewnatrzbtonowych
(cytoplazmatycznych) domen receptorow powie-
rzchniowych, sprz¢zonych z biatkiem wigzacym
nukleotydy guaninowe lub kinazg tyrozynowa.
Czgstotliwos¢ oraz amplituda falowych
wyrzutéw endogennych jonéow Ca®*, naktadaja-
cych si¢ na rozprzestrzeniajace si¢ w catej obje-
tosci cytoplazmy rekonstytuowanego oocytu se-
rie cyklicznych wahan w koncentracji egzogen-
nych kationéw wapnia, zalezy prawdopodobnie
nie tylko od zaggszczenia porow powstatych na
okre$lonej jednostce powierzchni (10 um®) oo-
lemmy, lecz takze od stopnia zaawansowania
zmian potencjatu elektrostatycznego w struktu-
rze przestrzennej plazmolemmy oraz wielkosci
powierzchni ekwipotencjalnej pola elektrosta-
tycznego, ktorego wektor linii sit przechodzi
przez rozne przedzialy cytozolowe sferycznej
figury oocytu umieszczonej mi¢dzy elektrodami
komory do elektroporacji. Na wielkos¢ wymie-
nionych wczes$niej parametréw fizycznych we-
wnatrzoocytarnych oscylacji wapniowych wpty-
waja rowniez: koncentracja jonow Ca®" i Mg*"
w zewnatrzkomorkowym srodowisku dielektry-
cznym oocytu, liczba i dlugo$¢ trwania impul-
sow pradu statego, odstep czasowy miedzy nimi,
wysoko$¢ natezenia pola elektrycznego, a nawet
typ (model) techniczny uzytego do elektroakty-
wacji generatora impulsow (tzw. elektromanipu-
latora komoérkowego) oraz rodzaj zastosowanego
dielektryku (medium do elektroporacji/elektro-
permeabilizacji blon ooplazmatycznych). W tym
ostatnim przypadku o réoznym stopniu wrazliwo-
§ci 1 podatno$ci zrekonstruowanych oocytow
$wini na okreslone parametry elektroimpulsacji
moze decydowa¢ takze wielkos¢ pojemnosci
i przenikalnosci dielektrycznej wykorzystanego
medium, uzalezniona gtéwnie od jego sktadu

jakosciowego 1 ilosciowego oraz osmolarno$ci
(Liu i Moor, 1997, Fissore i in., 1999). Obecnie
najczesciej stosowanymi rodzajami dielektrykow
(izolatorow elektrycznych) w elektroporacji cy-
bryd klonalnych $wini sg niskoprzewodzace,
izotoniczne roztwory polihydroksylowych alko-
holi (heksytoli), takich jak: mannitol (Polejaeva
1in., 2000; Yin i in., 2002; Hyun i in., 2003 a;
Tomii i in., 2005; Hwang i in., 2015; Lee i in.,
2016) badz sorbitol (Betthauser i in.., 2000;
Hoélker i in., 2005) oraz roztwory cukrow (wie-
lowodorotlenowych aldehydoalkoholi/aldoz lub
ketonoalkoholi/ketoz, najczgsciej glukozy lub
sacharozy), takie jak np. pozywka Zimmermana
(Miyoshi 1 in., 2001, 2002). Roztwory tych
dielektrykoéw sa uzupeiane chlorkiem wapnia
(CaCly) (Yin i in., 2002; Hyun i in., 2003 b; Sa-
miec i Skrzyszowska, 2012, 2014; Samiec i in.,
2003, 2015) lub octanem wapnia ((CH;COO),Ca)
(Betthauser i in., 2000; Miyoshi i in., 2002),
siarczanem magnezu (MgSQO,) (Polejaeva 1 in.,
2000; Boquest i in., 2002; Kurome i in., 2003;
Kawano 1 in., 2004; Hua i in., 2016; Kim 1 in.,
2016) lub chlorkiem magnezu (MgCl,) (Lai i in.,
2001; Park i in., 2002; Hyun i in., 2003 b; Yuan
1in., 2014) albo octanem magnezu ((CH;COO),Mg)
(Betthauser i in., 2000; Miyoshi i in., 2002; Hol-
ker i in., 2005), czyli zwigzkami stanowigcymi
zrédto kationow metali dwuwarto§ciowych. Po-
nadto, wspomniane wyzej roztwory izolatorow
elektrycznych sa uzupeliane wolna od kwasoéw
thuszczowych frakcja albuminy surowicy bydle-
cej (FAF-BSA; ang. fatty acid-free bovine serum
albumin) (Onishi i in., 2000; Lai i in., 2001; Koo
1 in., 2004; Holker i in., 2005) lub jej syntetycz-
nym substytutem, alkoholem poliwinylowym
(PVA; ang. polvinyl alcohol) (Boquest i in.,
2002; Yin i in., 2002; Kawakami 1 in., 2003; Ku-
rome i in., 2003) badz organicznym buforem,
kwasem  N-2-hydroksy-etylopiperazyno—N’-2—
etanosulfonowym (HEPES, CgH3N,0,S; ang. N-
(2-hydroxyethyl)piperazine-N -2-ethanesulfonic

acid) (Park i in., 2002; Hyun i in., 2003 a,b; Koo
i in., 2004; Yuan i in., 2014). Warto dodac¢, ze
dwustopniowa post-inkubacja elektroaktywowa-
nych cybryd klonalnych najpierw w roztworze
dielektryku, a nastgpnie we wlasciwej pozywce
hodowlanej uzupetionej cytochalazyng B znacz-
nie ulatwia i1 przy$piesza zasklepianie poréw przej-
sciowo powstatych w plazmolemmie w wyniku
dziatania impulsow elektrycznych. Duza inwazyj-
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nos¢ samej techniki mikrochirurgicznej enukleacji
oocytow, powickszona dodatkowo przez multipli-
kacje impulséw pradu stalego w procedurze jedno-
czesnej fuzji i aktywacji elektrycznej rekonstytuo-
wanych oocytow moze doprowadzi¢ do wzrostu
stopnia trwatych uszkodzen plazmolemmy i mem-
branoszkieletu zarodkéw klonalnych $wini. Jest to
dodatkowy czynnik, ktéry moze przyczynia¢ si¢ do
obnizenia przezywalnosci zrekonstytuowanych
hybryd jadrowo-cytoplazmatycznych.
Efektywnos$¢ klonowania somatycznego
$win, mierzona odsetkiem uzyskanych morul
oraz blastocyst w stosunku do liczby przeprowa-
dzonych pomyslnie zabiegéw transplantacji ja-
der komorkowych wzrasta wskutek wykorzysta-
nia systemu wielokrotnych impulsow elektrycz-
nych w celu aktywacji zrekonstruowanych oocy-
tow. Z doswiadczen De Sousa i in. (2002) oraz
Zhu i in. (2002) wynika, ze wyzszy potencjat
rozwojowy in vitro zarodkéw $wini zrekon-
struowanych z jader fibroblastow plodowych
(ok. 7,0% blastocyst) uzyskano po zastosowaniu
aktywacji indukowanej wielokrotnymi impulsa-
mi elektrycznymi przy rownoczesnym obnizeniu
natg¢zenia pola elektrycznego i czasu trwania im-
pulsow pradu statego. Hipoteza zaproponowana
przez wymienionych wyzej autorow zakltada, ze
kombinacja multiplikacji krotszych impulséw
elektrycznych i nizszej sity pola elektrycznego
moze powodowac¢ mniejsze uszkodzenia pla-
zmolemmy cybryd klonalnych w poréwnaniu
z aplikacja pojedynczego, ale dtuzszego impulsu
przy wyzszym nat¢zeniu pola elektrostatyczne-
go. Pojedyncze impulsy pradu statego prowadza
do jednorazowej mobilizacji wewnatrzkomor-
kowych rezerwuarow wapniowych. Multiplika-
cja impulséw elektrycznych pozwala natomiast
na generowanie dlugiej serii oscylacyjnych wy-
rzutéw jondow Ca’’, podwyzszajacych wielokrot-
nie st¢zenie tych kationow w ooplazmie (Fissore
i1in., 1999; Ozil i Huneau, 2001). Protokot opar-
ty na zwielokrotnieniu impulsacji elektrycznej
upodabnia sztuczng aktywacje cybryd klonal-
nych $wini do naturalnej aktywacji spowodowa-
nej penetracjg oocytu przez plemnik. Ekspozycja
hybryd jadrowo-cytoplazmatycznych na nagle
zmiany sily jonowej w roztworze dielektryku
znacznie utrudnia doktadne zarejestrowanie cze-
stotliwo$ci oraz amplitudy falowych wyrzutow
jonow Ca** w cytoplazmie zrekonstruowanych
oocytow. Nie ulega jednak watpliwosci, ze oba

wyzej wspomniane parametry fizyczne cyklicz-
nych wyrzutdéw wapnia zalezg od dtugosci trwa-
nia impulséw pradu stalego, ich liczby, odstepu
czasowego mie¢dzy nimi, nat¢zenia pola elek-
trycznego, a nawet stezenia egzogennych jondw
Ca’* w medium do elektroaktywacji. Sun i in.
(1992) wykazali, ze podstawowy poziom cyto-
zolowej koncentracji wolnych kationow wapnia
w oocytach §wini waha si¢ w granicach okolo
20-100 nM/L (stan homeostazy stgzeniowej jo-
néw Ca’"). Po zmultiplikowanej elektroimpulsa-
cji (podobnie jak i doooplazmatycznej mikro-
iniekcji zbuforowanego roztworu chlorku wap-
nia) wzrasta on do poziomu rzedu okoto 4 mM/L,
znacznie przewyzszajacego stezenie tego jonu
charakterystyczne dla oocytow w trakcie zaptod-
nienia (Machaty i in., 1996, 1997 a, 1999), lecz
z powodu silnych wiasciwos$ci buforujacych cy-
toplazmy oocytéw $wini, zwigkszonych jeszcze
w wyniku fuzji z komorka-dawcag jadra, rzeczy-
wisty stan koncentracji wapnia ulega szybkim
przemianom i jest trudny do okreSlenia. Przy-
puszcza si¢ jednak, ze ten mechanizm gwattow-
nego przyrostu wapnia oraz poziomu pH
w ooplazmie jest rownie szybko hamowany przy
udziale zaleznych od jonéw Ca’>" i Mg*" ATPaz
napehiajgcych zwrotnie wewngtrzoocytarne de-
pozyty wapniowe 1 wypompowujacych nadmiar
kationd6w wapnia do s$rodowiska zewnatrzko-
morkowego (Machaty i in., 2002 a). Dzigki swo-
istej nadwrazliwosci oocytow $wini na nagle
zmiany jonowej rOwnowagi osmotycznej cyto-
plazmy w wyniku zwielokrotnionej elektropora-
cji koncentracja wolnych kationéw wapniowych
w ooplazmie jest szybko redukowana z cytotok-
sycznego poziomu 4 mM/L do okoto 600 nM/L.
Podobny przyrost stezenia jonow Ca’" jest indu-
kowany w oocytach §wini w warunkach zaptod-
nienia monospermicznego lub jednokrotnej elek-
trostymulacji (Sun i in., 1992; Machaty i in.,
2000, 2002 b).

W badaniach wlasnych zaobserwowano,
ze duplikacja impulsow elektrycznych w proce-
durze jednoczesnej fuzji i aktywacji dojrzatych
in vitro oocytow $wini rekonstruowanych z jader
komorkowych transgenicznych fibroblastow plo-
dowych byla pozytywnie skorelowana z ich
wyzsza zdolno$cig rozwojowa do stadium moru-
li i blastocysty (Skrzyszowska i in., 2008). Apli-
kacja dwoch 60-pusekundowych impulsow pradu
statego o nat¢zeniu pola elektrostatycznego 1,2
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kV/cm, generowanych bezposrednio po sobie
doprowadzita do uzyskania po 6—7-dniowej ho-
dowli in vitro okoto 60,0% morul oraz 30,5%
blastocyst (Skrzyszowska i in., 2008).

Aktywacja chemiczna zrekonstruowanych
oocytow z wykorzystaniem jonomycyny wap-
nia i 6-dimetyloaminopuryny lub cykloheksi-
midu

Inkubacja zrekonstruowanych oocytow
$wini w roztworze jonomycyny wapnia (tab. 1)
generuje wydluzony logarytmiczny przyrost we-
wnatrzkomorkowej koncentracji kationow wapnia,
co znacznie odrdznia t¢ strategie sztucznej akty-
wacji od fizjologicznego wzorca zmian st¢zenia
wapnia w cytoplazmie oocytow, obserwowanego
w czasie zaptodnienia monospermicznego. W przy-
padku ekspozycji cybrydowych zygot klonalnych
$wini na dziatanie jonomycyny, zrodto wolnych
jonoéw Ca”>" obecnych w ooplazmie jest prawdo-
podobnie zaréwno pochodzenia endogennego,
jak i zewnatrzkomorkowego. Mechanizm stymu-
lacji zrekonstruowanych oocytow $wini do dal-
szego rozwoju polega na indukowaniu dwufa-
zowych zmian w cytoplazmatycznej koncentra-
cji jondw wapnia. Zamiast bezposredniego od-
dziatywania na ultrastrukture plazmolemmy
1inicjowania w ten sposob przezblonowego
transportu jonéw Ca’’, jonomycyna w pierwszej
kolejnosci mobilizuje wewnatrzoocytarne depo-
zyty wapniowe w cysternach retikulum endopla-
zmatycznego agranularnego, co z kolei na zasa-
dzie dodatniego sprzezenia zwrotnego pobudza
transport bierny no$nikowy (tj. dyfuzje utatwio-
ng) egzogennych kationow wapnia do cytopla-
zmy zrekonstruowanych oocytow $wini (Prather
iin., 1999; Morgan i Jacob, 1994).

Jonomycyna wapnia (tab. 1) stanowi
jedna z biochemicznych odmian, tj. stereoizome-
rycznych biopolimeréw antybiotyku jonoforo-
wego Ca’’, wyekstrahowanego z promieniowca
Streptomyces conglobatus. Jonomycyna jest li-
pofilnym (amfitropowym) oraz niefluorescen-
cyjnym kationitem transportujagcym jony metali
dwuwartoSciowych, ktory charakteryzuje si¢
wysokim stopniem selektywnosci dla kationow
wapnia 1 magnezu, a w szczegdlnosci wysoka
warto$cig jonowymiennej pojemnosci chelato-
wania w stosunku do jonéw Ca®" o niskiej ener-
gii hydratacji. Oprocz wysokiego powinowactwa

do jondéw Ca*" i Mg”", jonomycyna posiada row-
niez zdolno$¢ transportowania, tj. kataforezy
wspomaganej jonéw wodoru (protonéw H' lub
kationéw hydroniowych/oksoniowych H;O").
Jako zwigzek heterocykliczny jonomycyna wap-
nia transferuje w $rodku czasteczki pojedynczy
kation metalu, wiazacy si¢ koordynacyjnie z kil-
koma atomami tlenu (sze$cioma lub o$mioma)
grup karbonylowych, karboksylowych i innych,
otaczajgcymi centralng, pustg przestrzen. Nato-
miast, zewnetrzna czg$¢ czasteczki jonomycyny
ma charakter hydrofobowego plaszcza. Mozna
zatem wysung¢ hipotezg zaktadajaca, ze jonofo-
rowy antybiotyk no$nikowy, jakim jest jonomy-
cyna, po przedostaniu si¢ przez hydrofobowsg
barier¢ dimolekularnej warstwy fosfolipidowej
plazmolemmy rekonstytuowanego oocytu $wini
migruje z duzg predkoscig w kierunku polarnych
(hydrofilowych) reszt aminokwasow siarkowych
(cysteiny, metioniny, tryptofanu) receptorow
1,4,5-trisfosforanu myo-inozytolu, bedacych in-
tegralng czes$cig kanaldéw wapniowych w blo-
nach siateczki $rodplazmatycznej bezziarnistej.
Nastepnie, jonomycyna usuwa wodg¢ hydratacyj-
ng z polarnego obszaru grup tiolowych (—SH)
receptorow InsP;-zaleznych kanatéw uwalniania
jonow Ca”*" oraz indukuje stopniowa dehydroge-
nacj¢ (a tym samym utlenianie) grup sulfhydry-
lowych receptoréw InsP; do mostkéw disiarcz-
kowych (—S—-S-) przez progresywne wigzanie
kationéw wodorowych w wyniku ich chelatowa-
nia z utozonymi centralnie atomami tlenu. Z ko-
lei, oksydacja grup tiolowych receptorow myo-
inozytolo-1,4,5-trisfosforanu do mostkow disul-
fidowych indukuje gwaltowne zmiany konfor-
macji przestrzennej tych biatek, prowadzace do
otwarcia kanatow wapniowych w rezerwuarach
ER,, cybrydowych zygot klonalnych (Morgan
i Jacob, 1994; Wang i in., 1998 a,b). Jonomycy-
na pozwala zatem na sztuczne generowanie wy-
dhuzonej fali wyrzutow jonéw Ca®” w cybrydach
klonalnych juz na poziomie uwalniania kationéw
wapnia z magazynéw wewnatrzoocytarnych,
z calkowitym pomini¢ciem wszystkich wcze-
$niejszych etapow ($ciezek) transdukcji sygnatu
wapniowego. Molekularny mechanizm powsta-
wania pojedynczej kaskady wylewow kationow
wapnia stymuluje odblokowanie (reaktywacj¢)
czgsteczek jonomycyny. Antybiotykowy kationit
uwalnia protony H'/H;O" do ooplazmy, a na-
stepnie przemieszcza si¢ aktywnie w kierunku
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wewnetrznej (skierowanej do cytoplazmy) po-
wierzchni  plazmolemmy zrekonstruowanego
oocytu $wini i wytwarza w blonie komorkowe;j
poprzeczne mikrokanaty, do ktérych przenikaja
jony Ca®" i Mg®" z zewnatrzkomérkowego $ro-
dowiska dielektrycznego cybrydy klonalnej, by
w wyniku dyfuzji wspomaganej przedostaé si¢
na drugg stron¢ oolemmy. Sama jonomycyna
formujaca mikrotunel, aby funkcjonowa¢, nie
musi przemieszcza¢ si¢ w btonie plazmatyczne;j.
Przypuszcza si¢, ze kanaty jonoforowe majg bu-
dowe heliksu z grupami polarnymi znajdujacymi
si¢ na jego wewnetrznej powierzchni oraz gru-
pami hydrofobowymi zwroconymi na zewnatrz
mikrotunelu — w stron¢ podwdjnej warstwy lipi-
dowej plazmolemmy zrekonstruowanego oocytu
poddawanego sztucznej aktywacji. Heliksoidal-
ny stereoizomer jonomycyny wapnia zastepuje
w obrgbie kanatdow btonowych klonalnej hybry-
dy jadrowo-cytoplazmatycznej §wini wode¢ hy-
dratacyjng egzogennych kationow wapnia i ma-
gnezu. Kationit ten, posiadajagc wysoka wartos¢
objetosciowe] pojemnosci (zdolnosci) wymien-
nej, wspotzawodniczy z dipolami wody o wigza-
nie jonéw Ca® i Mg*" przez chelatowanie ich
z utozonymi centralnie atomami tlenu. Po-
wierzchniowo rozmieszczone tancuchy hydrofo-
bowe jonomycyny sprawiaja, ze kompleks jon-
nosnik kanalowy staje si¢ rozpuszczalny w lipi-
dowej warstwie oolemmy. Maksymalna szyb-
kos¢ nieselektywnego transportu kationow dwu-
wartosciowych przez pojedynczy mikrokanat
jonoforowy moze wynosié nawet okoto 2 x 10’
jonow Ca”" na sekunde. System dwustopniowej
transdukcji sygnatéw jonowych, sztucznie wspo-
maganej biochemicznym (allosterycznym) od-
dziatywaniem jonomycyny na receptory InsP;
oraz na plazmolemme¢ znacznie przys$piesza ak-
tywacje programu rozwojowego cybrydowych
zygot klonalnych $wini. Ponadto, biorac pod
uwage delikatng ultrastrukture cytoszkieletu
1 membranoszkieletu oraz ograniczone mozliwo-
sci adaptacyjne oocytow $wini w stosunku do
sztucznych bodzcow aktywujacych, jest to sys-
tem o niewielkim stopniu inwazyjnos$ci parame-
tréw fizykochemicznych indukowanych w cyto-
plazmie oscylacji wapniowych (Morgan i Jacob,
1994; Susko-Parrish i in., 1994; Wang i in., 1999).

Jonomycyna, podobnie jak i kalcymycy-
na, czyli jonofor Ca*" A23187 (o mniejszej od
jonomycyny aktywnosci jonoforetycznej dla ka-

tionow wapniowych) (tab. 1) nalezg do stosun-
kowo stabych bodzcoéw aktywujacych zrekon-
struowane oocyty $wini. Dlatego tez, ich stoso-
wanie zalecane jest w polaczeniu z niespecy-
ficznymi lub specyficznymi inhibitorami izoste-
rycznymi aktywno$ci serynowo-treoninowych
kinaz cyklino-zaleznych, takimi jak, odpowied-
nio: 6-dimetyloaminopuryna (6-DMAP) (Bet-
thauser i in., 2000; Boquest i in., 2002; Yin i in.,
2002; Hyun 1 in., 2003 a; Garcia-Mengual i in.,
2008) lub R-roskowityna (R-RSCV) (Samiec
1 Skrzyszowska, 2012) badz rzadziej butyrylo-
lakton I (BTRL-I) (Yin i in., 2002) (inhibitory
kompetycyjne kinaz CDK1/p34°?, stanowia-
cych podjednostki katalityczne heterodimerowe-
go czynnika biatkowego MPF). Czgsta procedu-
rg chemicznej aktywacji w klonowaniu soma-
tycznym $win jest kombinacja ekspozycji cybryd
klonalnych na dziatanie jonomycyny lub jonofo-
ru wapnia A23187 z pozniejsza ich inkubacja
w obecno$ci antybiotykéw blokujacych proces
syntezy biatek (translacji), np. cykloheksimidu
(CHXM) (Cheong i in., 2000; Samiec i in.,
2003; Skrzyszowska i in., 2008).

Istniejg dowody na to, ze molekularny
mechanizm sztucznej aktywacji oocytow §wini
jest procesem wielostopniowym, a kilka ostat-
nich jego etapdéw przebiega bez udziatu jonow
Ca*". Docelowy kierunek przebiegu aktywacji
oocytow, indukowanej jonomycyng i 6-DMAP
lub jonomycyng i CHXM, jest zgodny ze $ciezka
transdukcji sygnalu zainicjowanego przyrostem
wewnatrzkomorkowego  poziomu  kationow
wapnia, jednak ostatnie etapy tego procesu po-
zostajg juz tylko pod kontrola 6-DMAP lub
CHXM, ktorych aktywno$¢ jest niezalezna od
obecnosci jondw Ca™™ w cytozolu oocytow (Su-
sko-Parrish i in., 1994; Nussbaum i Prather,
1995). Loi 1 in. (1998), a takze Machaty 1 in.
(1997 a, 1999) wykazali, ze pojedynczy wyrzut
Ca’" generowany przez jonomycyne lub etanol
w zrekonstytuowanych oocytach owcy lub §wini
powoduje gwalttowny spadek aktywnosci kinazy
MPF, lecz po kilku (6-8) godzinach od momen-
tu zadziatania tych bodzcoéw aktywujacych miato
miejsce przywrocenie takiej koncentracji czyn-
nika MPF, jaka wystgpowata w ooplazmie przed
aktywacjg oraz konsekwentne zatrzymanie cyklu
komoérkowego oocytu. Przywrocenie aktywnosci
MPF byto wynikiem resyntezy cykliny B, pod-
jednostki regulacyjnej czynnika dojrzewania me-
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jotycznego, ktora jest gldownym celem biodegra-
dacji katalizowanej przy udziale zaleznej od jo-
néw Ca”" i kalmoduliny kinazy biatkowej typu II
(CaM-PK-II) (Lorca i in., 1991; Fan i in., 2003;
Ito i in., 2004 a; Madgwick i in., 2005). Wyniki
doswiadczen przeprowadzonych przez Loi i in.
(1998) oraz Machaty i in. (1997 a, 1999) jedno-
znacznie wskazuja, ze do peinej aktywacji oocy-
tow wymagane jest trwate i odwracalne obnize-
nie poziomu MPF. Badania nad wewnatrzko-
moérkowym metabolizmem cykliny B w cybry-
dach klonalnych $wini powinny dostarczy¢ takze
waznych informacji o molekularnym mechani-
zmie dziatania czynnika cytostatycznego (CSF;
ang. cytostatic factor). Po wprowadzeniu jadra
komorki somatycznej do enukleowanego oocytu
MII, degradacja cykliny B zachodzi pomimo
obecnosci aktywnego czynnika cytostatycznego
w cytozolu. Proteolitycznej degradacji cykliny B
w hybrydowym s$rodowisku cytoplazmatycznym
zrekonstytuowanych oocytow towarzyszy jej
ciggla synteza, co umozliwia utrzymanie aktyw-
nos$ci kinazy MPF na statym poziomie. Wydaje
si¢, ze po sztucznej aktywacji cybrydowych zy-
got klonalnych §wini za posrednictwem jonomy-
cyny lub jonoforu wapnia A23187 zachodzi
krotkotrwata stymulacja kaskadowego procesu
gwattownej degradacji cykliny B, ktérego tempo
znacznie przewyzsza poziom syntezy tego bial-
ka, dzigki czemu dochodzi do przejsciowej inak-
tywacji MPF (Ito i in., 2004 b; Knott i in., 2006).
Rolg czynnika CSF byloby zatem spowolnienie
badz ostabienie degradacji cykliny B, pozwala-
jace zachowa¢ dynamiczng réwnowage miedzy
jej synteza a biodegradacjg. By¢ moze CSF,
przeciwdziatajac proteolitycznemu rozktadowi
cykliny B bezposrednio zapobiega inaktywacji
MPF. Jednakze, jednym z gldéwnych zjawisk
uniemozliwiajacych utrzymanie wysokiego ste-
zenia MPF w cytoplazmie po sztucznej stymula-
cji aktywacyjnej cybryd klonalnych jest obnize-
nie aktywno$ci czynnika cytostatycznego (Ito
in., 2004 b; Takakura i in., 2005). Przypuszcza
si¢, ze zanik aktywnosci CSF w pobudzonych
cybrydach klonalnych nastepuje stopniowo. Ma-
teriatem dowodowym bezposrednio wspierajg-
cym te teori¢ sg wyniki doswiadczen, ktore mia-
Iy na celu okreslenie tempa zaniku aktywnosci
cytostatycznej w sztucznie zaktywowanych oo-
cytach zaby szponiastej (Xenopus laevis) przez
fuzj¢ oocytow w roéznym czasie po ich stymula-

cji z blastomerami w okresie podzialowym mi-
tozy (w fazie M), wyizolowanymi z bruzdkuja-
cych zarodkow (Watanabe i in., 1991). Stosujac
ten test, udato si¢ wykazac, ze jeszcze ponad go-
dzing po aktywacji ooplazma moze spowodowac
zablokowanie podzialu mitotycznego w hybry-
dowej komorce zarodkowej. Na tej podstawie
mozna przypuszczac, ze spadek aktywnosci cy-
tostatycznej w zaktywowanych oocytach $wini
jest pozytywnie skorelowany z progresywnym
zanikiem serynowo-treoninowej kinazy biatko-
wej p39™*, niezaleznie od poziomu koncentracji
aktywnej formy MPF. Wydaje si¢ wigc mozliwe,
ze aktywnos$¢ czynnika CSF w cybrydach klo-
nalnych zanika stopniowo po ich aktywacji.
Z kolei, obecno$é aktywnego biatka p39™° oraz
aktywnego kompleksu biatkowego p34°*“-cy-
klina A, stanowigcego prawdopodobnie seryno-
wo-treoninowg kinaz¢ MAP, czyli kinazg akty-
wowang przez miogeny, okreslang takze czesto
kinazg o aktywnosci regulowanej przez sygnaty
zewnatrzkomorkowe (MAPK/ERK; ang. mito-
gen-activated protein kinase/extracellular-regu-
lated kinase), jest zwigzana z ciagla obecnoscia
CSF w ooplazmie.

W oocytach $wini, podobnie jak i my-
szy, w reakcji na sztuczng stymulacj¢ ich pro-
gramu rozwojowego inicjacja inaktywacji MPF,
mierzona stopniem defosforylacji kinazy histonu
HI, nastepuje w ciagu okoto 15 minut po zadzia-
faniu bodzca aktywujacego, a istotne obnizenie
poziomu aktywnego czynnika MPF i kinazy hi-
stonu H1 jest obserwowane juz w pierwszej go-
dzinie po stymulacji chemicznej lub elektryczne;j
(Leal 1 Liu, 1998; Kikuchi i in., 2002). Nato-
miast, intensywnos$¢ fosforylacji (tj. aktywnos¢)
kinazy MAP utrzymuje si¢ na wysokim pozio-
mie az godzing po sztucznym pobudzeniu pro-
gramu rozwojowego oocytu. Spadek stezenia
aktywnej formy kinazy MAP rozpoczyna si¢
miedzy 1. a 2. godzing po inaktywacji MPF
i trwa przez 8 godzin od chwili indukcji aktywa-
cji. Rownoczesnie wykrywana jest jeszcze sto-
sunkowo wysoka koncentracja kinazy p39M*
(Green 1 in., 1999; Tatemoto i Muto, 2001).
Oznacza to, ze degradacja bialkowego produktu
ekspresji protoonkogenu c-mos nie jest koniecz-
na do zaniku aktywnos$ci MPF. Inaktywacja czyn-
nika cytostatycznego, rozumianego jako aktyw-
no$¢ kinazy p39™* i dwoéch izoform kinazy
MAP/ERK o masie czasteczkowej, odpowied-
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nio: 44 kDa oraz 42 kDa (p44-ERK1 oraz p42-
ERK?2), okreslanych rowniez rzadziej jako
p44M PR oraz p42MAPR2 i jest wige niezbedna
do inaktywacji MPF. By¢ moze, rola tego czyn-
nika polega, jak juz wspomniano, na opoznieniu
(utrudnieniu) degradacji cykliny B w trakcie
trwania blokady metafazowej Il podzialu mejo-
tycznego, ktorej towarzyszy ciagta synteza tego
biatka (Sun i in., 2002; Takakura i in., 2005).
Natomiast, aktywacja hybryd jadrowo-cytopla-
zmatycznych indukowataby zachwianie tej sub-
telnej réwnowagi poprzez gwattowne urucho-
mienie szlaku biodegradacji cyklin. Ponadto
uwaza si¢, ze wysoki poziom aktywnosci MAPK
jest niezbedny do emisji dodatkowych struktur
parapolocytarnych i przejscia cybryd klonalnych
z cyklu pseudomejotycznego do mitotycznej in-
terfazy 1 cyklu podziatowego bruzdkowania.
Z kolei, wzrost stopnia defosforylacji reszt tyro-
zyny oraz seryny i treoniny (inaktywacji) kinazy
MAP jest zsynchronizowany w czasie z inicjacja
formowania pseudoprzedjadrzy przez cybrydy
klonalne $wini (812 godzin po sztucznej akty-
wacji) (Lai i in., 2001; Cheong i in., 2002; Ito
i Shimada, 2005).

Mozna zatem zaproponowaé hipoteze,
ze wykorzystanie zjawiska wspomaganej jonofo-
rezy w chemicznej aktywacji zrekonstruowa-
nych oocytow $§wini powoduje opoznienie me-
chanizmu gradacji spadkowej aktywnosci czyn-
nika CSF. Wydaje si¢, ze inaktywacja CSF
w cybrydach klonalnych $wini mogtaby zacho-
dzi¢ dwustopniowo w odpowiedzi na dziatanie
jonomycyny lub jonoforu wapnia A23187. Naj-
pierw przejsciowo inaktywowany bytby efektor
(moderator) kinazy MAP — kinaza MAPK/ERK
(MAPKK/MEK; ang. MAPK/ERK kinase), a do-
piero pdzniej nastepowataby stopniowa degrada-
cja nadrzednej fosfotransferazy z rodziny kinaz
kinazy MAPK/ERK (MAPKKKs/MEKKs; ang.
MAPK/ERK kinase kinases), czyli fosfotransfe-
razy p39"'* i w trzeciej kolejnosci — inaktywacja
substratu kinazy MEK, czyli MAPK (Ohashi
1in., 2003). Zanim miataby miejsce inicjacja
stopniowanej inhibicji aktywnosci CSF w cy-
brydowych zygotach klonalnych aktywowanych
kationitami dosztoby juz w nich do resyntezy
cykliny B i zahamowania cyklu mejotycznego
w tzw. bloku metafazowym III (stadium MIII)
pod wptywem spowolnienia procesu degradacji
kinazy p39™*. Z kolei, w wyniku opdznienia

inaktywacji MAP kinazy (defosforylacji ERK1/2,
a nastgpnie rozpadu cykliny A), spowodowane-
go zanikiem mechanizmu transdukcji sygnatu
jonowego, zapoczatkowanego dzialaniem jono-
forow wapnia, szybko$¢ (kinetyka) reakcji po-
nownej syntezy cykliny B wyrownataby si¢
z tempem jej proteolitycznej degradacji (Hac-
card i in., 1993).

Przypuszcza si¢, ze ostabienie nat¢zenia
sygnatow wapniowych w kilka (4-5) godzin od
momentu zadziatania bodzca aktywujgcego przy-
spiesza po wyrzuceniu figur parapolocytarnych
bezposrednie wejscie cybrydowych zygot klo-
nalnych w faze MIII cyklu pseudomejotycznego
i zahamowanie formowania pseudoprzedjadrzy,
analogicznie jak w przypadku interkinezy oocy-
tow, czyli bezposredniego przejscia z jednej fazy
M do nastepnej. Czgstotliwo$é wystepowania
tego zjawiska, okreslanego mianem rzekome;j
interkinezy znacznie wzrasta w przypadku przed-
wczesnej aktywacji chemicznej hybryd jadrowo-
cytoplazmatycznych zrekonstruowanych z oocy-
tow wykazujacych szybkie tempo dojrzewania
mejotycznego in vitro, w ktorych w stadium
péznej prometafazy lub wczesnej metafazy 11
zostal zainicjowany proces wyrzucania ciatka
kierunkowego I rzedu, co potwierdza stabo wi-
doczny ,,zarys” odcinajacego si¢ polocytu. Dla-
tego tez, w klonowaniu somatycznym §win,
atakze innych gatunkow zwierzat gospodar-
skich, preferowane sg takie procedury aktywacji
chemicznej, ktorych molekularny mechanizm
polega na sprzezeniu przej$ciowego obnizenia
stezenia MPF indukowanego wyrzutem jonow
wapnia z depozytow wewnatrzoocytarnych zdhu-
go trwalg inhibicja czynnika MPF i fosfotransfe-
razy MAP (jednego z gtownych enzymoéw wa-
runkujagcych aktywnos¢ CSF) (Ohashi i in.,
2003). Odwracalna inaktywacja egzogenna obu
tych kinaz cyklino-zaleznych jest inicjowana
i utrzymywana albo na skutek stabilnego zablo-
kowania translacji, a tym samym resyntezy cy-
kliny B i cykliny A, w przypadku inkubacji zy-
got klonalnych w roztworze cykloheksimidu al-
bo na skutek hamowania wspdtzawodniczego
(inhibicji kompetycyjnej) aktywnosci fosforylaz
biatkowych z rodziny CDKs (na zasadzie wspol-
zawodnictwa z ATP), w przypadku inkubacji
zrekonstruowanych oocytow w obecnosci analo-
gu puromycyny, 6-DMAP (Moos i in., 1995;
Nussbaum i Prather, 1995; Leal i Liu, 1998).
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Zastosowanie niespecyficznych inhibito-
row kinaz cyklino-zaleznych w dwustopniowej
aktywacji chemicznej cybryd klonalnych §wini
indukuje takze szereg innych korzystnych zmian
biochemicznych i ultrastrukturalnych w ich hy-
brydowym s$rodowisku cytoplazmatycznym. Za-
hamowanie aktywnos$ci kinaz z rodziny CDK
w cytozolu zrekonstytuowanych oocytéw $wini
prowadzi bezposrednio lub posrednio do zablo-
kowania aktywno$ci innych kinaz biatkowych,
m.in. kinazy tancuchow lekkich miozyny
(MLCK; ang. myosin light chain kinase) (Green
iin., 1999) lub kinaz biatkowych C oraz A (PKC
oraz PKA; ang. protein kinases C and A) (Ito
iin., 2003).

Udowodniono bowiem, ze w szlakach
transdukcji sygnalu wapniowego w cytoplazmie
oocytow ssakow fosforylacja substratu kinazy
MLCK jest katalizowana przez zalezne od kal-
moduliny czasteczki kinaz tancuchéw lekkich
miozyny oraz kinaz biatkowych C. Z kolei, cen-
trum aktywne fosfotransferazy MLCK jest row-
niez fosforylowane przez kinazy biatkowe PKC
oraz PKA (Sun i in., 1997). Lorca i in. (1991)
wykazali natomiast, Ze oligopeptyd MLCK
(791-814), ktory stanowi domen¢ inhibitorowg
z kinazy tancuchow lekkich miozyny, obejmuja-
ca sekwencje reszt aminoacylowych 791-814
jednej z podjednostek biatkowych enzymu
MLCK, posiada zdolno$¢ odwracalnego, konku-
rencyjnego hamowania aktywnos$ci kalmoduliny
1 posrednio CaM-PK-II, a w konsekwencji zapo-
biega degradacji cyklin B przy udziale jonow
Ca*" (Markoulaki i in., 2003; Knott i in., 2006).
Z tego tez powodu, region inhibitorowy MLCK
(791-814) jest okreslany jako kompetycyjnie
wigzacy kalmoduling pseudosubstrat, czyli blo-
ker izosteryczny zaleznej od Ca**-kalmoduliny
kinazy biatkowej typu II (Blumenthal i in., 1985;
Fan i in., 2003; Ito i in., 2004 a). Dlatego, inak-
tywacja kinaz MLCK, PKC oraz PKA, wzbu-
dzona efektem oddzialywania 6-DMAP dopro-
wadza do gwattownej destrukcji cyklin 1 wzno-
wienia zahamowanego dotad w metafazie Il po-
dzialu mejotycznego (wyrOwnawczego) 0ocytow
s§wini w nastgpstwie szybkiego obnizenia si¢
koncentracji MPF w cytoplazmie (Ito i in., 2004
b; Madgwick i in., 2005; Takakura i in., 2005).
Ponadto,  6-dimetyloaminopuryna  indukuje
w zrekonstytuowanych oocytach przejSciowy
rozpad aparatu mikrotubularnego wrzeciona ka-

riokinetycznego w wyniku zahamowania reakcji
fosforylacji licznych biatek towarzyszacych mi-
krotubulom (MAP; ang. microtubule-associated
proteins) za posrednictwem kinazy aktywowane;j
przez mitogeny (MAPK), nalezacej do rodziny
kinaz CDK (Loi i in., 1998; Susko-Parrish i in.,
1994; Sun iin., 2002). Inhibicja kinazy MAP
jest bezposrednig przyczyng zablokowania ka-
riokinezy w zrekonstruowanych oocytach $wini,
co prowadzi rowniez do zmian w organizacji
sieci mikrofilamentéw aktynowych cytoszkieletu.
Wszy-stkie te procesy zainicjowane przez 6-
dimety-loaminopuryn¢ w cybrydach klonalnych
zapobiegaja wyrzucaniu dodatkowych struktur
parapolocytarnych do przestrzeni okotozottko-
wej 1formowaniu haploidalnych jader interfa-
zowych, nazywanych mikropseudoprzedjadrza-
mi (Hyun i in., 2003 a; Ito i in., 2003; Kurome
iin., 2003). Z kolei, zachowanie diploidalnego
statusu (2n=38 chromosomoéw) przez rzekome
przedjadrza w cybrydowych zygotach zrekon-
struowanych z jader komorek somatycznych
w fazach G0/G1 cyklu mitotycznego jest warun-
kiem koniecznym do utrzymania przez nie wy-
sokiego potencjalu rozwojowego do stadium
blastocysty (Boquest i in., 2002; Cheong i in.,
2002; Ito i Shimada, 2005).

Aktywacja chemiczna zrekonstruowanych
oocytow z wykorzystaniem etanolu

Kolejnym czynnikiem aktywujacym,
stosowanym niezmiernie rzadko w klonowaniu
somatycznym $§win, jest alkohol etylowy (tab. 1).
Przyczyny tak maltego zainteresowania tym ak-
tywatorem chemicznym sg roznorakie. Po
pierwsze, ekspozycja zrekonstruowanych oocy-
tow §wini na dziatanie 7% etanolu przez 5-7
minut indukuje tylko pojedynczy przyrost we-
wnatrzkomérkowej koncentracji jonéw Ca®,
w niewielkim stopniu przypominajacy zmiany
stezenia wapnia obserwowane w czasie zaptod-
nienia oocytow (Didion i in., 1990; Shiina i in.,
1993; Fissore i in., 1999; Machaty i in., 1999).
Po drugie, mimo ze etanol stymuluje w cybry-
dowych zygotach klonalnych $wini szlak sygna-
lowy prowadzacy do powstania InsP;, to generu-
je tylko czesciowo wyrzut kationow Ca®" z re-
zerwuardw wewnatrzoocytarnych, a wydtuzona,
10-minutowa inkubacja oocytow przy wyzszym
stezeniu procentowym (ok. 10%) etanolu hamuje
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receptory InsP;, odpowiedzialne za otwieranie
kanatow wapniowych (Ilyin i1 Parker, 1992;
Machaty i in., 1999; Prather i in., 1999). Po trze-
cie, ogromna wigkszo$¢ jonow wapnia, ktore
zostaly zgromadzone w cytoplazmie zrekon-
struowanych oocytow §wini, poddawanych dzia-
faniu alkoholu etylowego pochodzi z egzogen-
nych zrédet wapnia zakumulowanych w pozyw-
ce hodowlanej (Shiina i in., 1993; Fissore i in.,
1999; Machaty i in., 1999).

Pomimo opisanych powyzej niektorych
niekorzystnych skutkéw oddziatywania etanolu
na oocyty $wini, znacznie odbiegajacego od me-
chanizmu naturalnej aktywacji spowodowanej
wniknigciem plemnika do ooplazmy, Uhm 1 in.
(2000) zdecydowali si¢ na wybor wiasnie takie-
go czynnika aktywujacego dalszy program roz-
wojowy oocytow zrekonstruowanych technika
docytoplazmatycznej mikroiniekcji  kariopla-
stow, wyizolowanych z komorek wzgorka jajo-
nosnego.

Zastosowany w doswiadczeniach pod
kierunkiem Uhma i in. (2000) system 2-
godzinnej pre-inkubacji cybryd klonalnych swini
w pozywce NCSU-23 (ang. North Carolina Sta-
te University-23) o niskiej sile jonowej, a na-
stepnie S-minutowej post-aktywacji z wykorzy-
staniem 7% etanolu doprowadzil do uzyskania
w warunkach in vitro okoto 5,5% blastocyst.

W poréwnaniu z rezultatami badan wia-
snych (Skrzyszowska i in., 2008), badan prze-
prowadzonych przez Boquesta i in. (2002) oraz
Hyuna i in. (2003 a), w ktérych do zabiegu klo-
nowania somatycznego $§win wykorzystano in-
ne chemiczne czynniki aktywujace (jonomycy-
na wapnia oraz CHXM lub 6-DMAP) oocyty
zrekonstruowane z jader fibroblastow ptodo-
wych, jest to znacznie stabszy wynik (5,5% vs.
12%-23%). Jednak, nieznane sg bezposrednie
przyczyny spadku potencjatu rozwojowego in
vitro cybrydowych zygot klonalnych §wini, kto-
re byly aktywowane alkoholem etylowym.

Wydaje si¢, ze kompetencje rozwojowe
zarodkow zrekonstytuowanych z jader komorek
pecherzykowych mogly zosta¢ znacznie obnizo-
ne przez potaczenie w badaniach Uhma 1 in.
(2000) strategii aktywacji chemicznej hybryd
jadrowo-cytoplazmatycznych z ich wydtuzong
az do 5 godzin post-inkubacjg w obecnosci cyto-
chalazyny B o bardzo wysokiej koncentracji (10
pg/mL pozywki hodowlanej).

Aktywacja chemiczna zrekonstruowanych
oocytéow z wykorzystaniem timerosalu i ditio-
treitolu

Jedynym czynnikiem aktywujacym, kto-
ry indukuje dtugg seri¢ repetytywnych wyrzutow
jonéw Ca®" o charakterze falowym w dojrzatych
mejotycznie oocytach $§wini, jest timerosal (tab. 1),
okreslany rowniez czgsto tiomersalem lub mertio-
latem wedlug alternatywnej, zwyczajowej (trady-
cyjnej) nomenklatury chemicznej. Timerosal, czyli
etylortgciotiosalicylan sodu (CoHoHgSNa) jest
analogiem rteciowo-siarkowym kwasu o-hydro-
ksybenzoesowego (2-hydroksyfenylomrowkowe-
go; C¢H4y(OH)COOH) lub pochodnag zwigzkow
tiofenolowych (o-merkaptobenzoesanow), synte-
tyzowang z chlorku etylorteciowego (C,HsHgCl)
i kwasu tiosalicylowego (o-merkaptobenzoeso-
wego; C;H,0,SNa). Dlatego tez, zgodnie z za-
sadami systematycznego nazewnictwa chemicz-
nego, timerosal definiowany jest takze po-
wszechnie mianem soli sodowej kwasu 2-etylo-
rtgciomerkaptobenzoesowego lub soli sodowe;j
rtecio-(Jo-karboksyfenylo]tio)etylu. W przeciwien-
stwie do wszystkich innych bodzcoéw fizykoche-
micznych, stymulujacych tylko pojedynczy przy-
rost kation6w wapnia w cytoplazmie partenoge-
netycznie aktywowanych oocytow MII lub cy-
bryd klonalnych, timerosal generuje oscylacyjne
zmiany wewngtrzkomorkowego stezenia katio-
néw wapnia, najbardziej przypominajace mecha-
nizm aktywacji naturalnej, spowodowanej penetra-
cjg oocytu $wini przez plemnik (Cheek i in., 1993;
Machaty i in., 1997 b, 1999; Tao i in., 2000).

Timerosal (tab. 1) jako czynnik utlenia-
jacy, tj. indukujacy dehydrogenacje grup sulfhy-
drylowych (tiolowych lub merkaptanowych) re-
ceptorow myo-inozytolo-1,4,5-trisfosforanu, sta-
nowigcych integralng czes¢ InsPs-zaleznych ka-
nalow wapniowych, jest zdolny do wielokrotne;j
mobilizacji wewnatrzkomorkowych depozytow
kationéw wapnia w cybrydach klonalnych $wini.
Dziesieciominutowa inkubacja hybryd jadrowo-
cytoplazmatycznych w pozywce uzupeinionej
200 uM/L timerosalu (Tao i in., 1999 a,b; Hao
iin., 2006; Im i in., 2006; Yuan i in., 2014) oka-
zala si¢ optymalng strategig aktywacji. Wynu-
rzenie si¢ pierwszej fali przyrostu jonow Ca®"
w ooplazmie nastgpowalo w ciggu 5,5 min od
chwili rozpoczecia ekspozycji oocytow na dzia-
lanie timerosalu, a liczba pulsacyjnych wyrzu-
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tow wapnia wahata si¢ od dwdch do szesciu.
Pierwsza kaskadowa fala wylewu kationow
wapnia do ooplazmy wykazywala najwigksza
amplitude wychylen od rownowagi stezeniowej
Ca™". Kolejne oscylacje wapniowe charaktery-
zowaly si¢ stopniowym obnizaniem si¢ amplitu-
dy oraz czgstotliwos$ci ich wystgpowania. Po 30—
45 minutach od rozpoczecia aktywacji zrekon-
struowanych oocytow $wini obserwowano cal-
kowity zanik oscylacji w cytoplazmie.

Poza korzystnym efektem oddziatywania
na cybrydy klonalne $§wini timerosal wykazuje
jednak niewielkie wtasciwosci cytotoksyczne,
gdyz utlenia rowniez grupy tiolowe (—SH) tubu-
liny do wewnatrzczasteczkowych mostkow di-
sulfidowych (wigzan disiarczkowych; —S—S-)
w nastepstwie reakcji dehydrogenacji. Hamuje
on przez to polimeryzacj¢ mikrotubuli kineto-
chorowych i biegunowych oraz doprowadza do
czgsciowe] degradacji wrzeciona kariokinetycz-
nego, a takze pozostalych elementéw cytoszkie-
letu mikrotubularnego zrekonstruowanych oocy-
tow (m.in. centrow organizujacych cytoplazma-
tyczng sie¢ mikrotubuli o konformacji dicentrio-
larnej astrosfery centrosoméw lub tetracentrio-
larnej astrosfery diplosomow). Dlatego tez,
w procedurach post-aktywacji cybrydowych zy-
got klonalnych zaleca si¢ stosowanie timerosalu
w kombinacji z 1,4-ditiotreitolem (Tao i in.,
1999 a,b, 2000; Hao i in., 2006; Im i in., 2006;
Yuan i in., 2014) (tab. 1).

1,4-ditiotreitol lub 1,4-ditio-DL-treitol
(DTT; odczynnik/reagent Clelanda) (tab. 1) sta-
nowi matoczasteczkowy, disulthydrylowy zwia-
zek z grupy tioglikozydéw o strukturze chemi-
cznej podwdjnego tiolu (merkaptanu), okreslany
wedlug ogolnej nomenklatury systematycznej jako
treo-2,3-dihydroksybutano-1,4-ditiol,  treo-2,3-di-
hydroksy-1,4-ditiolobutan lub treo-1,4-dimerka-
pto—2,3—butanodiol [C4H100282; (CszOHSH)z]
Moze on wystepowac w postaci tzw. chiralnego
reagentu Clelanda, tj. pojedynczego enancjome-
ru (stereoizomeru optycznie czynnego) albo sze-
regu D (konfiguracja R) o skrotowej nazwie D-
DTT - D-treo-1,4-dimerkaptobutano-2,3-diolu
[(2R,3R)-1,4-dimerkaptobutano-2,3-diolu], czyli
D-treo-1,4-dimerkapto-2,3-butanodiolu [(2R,3R)-
1,4-dimerkapto-2,3-butanodiolu] albo szeregu L
(konfiguracja S) o skrotowej nazwie L-DTT — L-
treo-1,4-dimerkaptobutano-2,3-diolu [(2S,35)-1,4-
dimerkaptobutano-2,3-diolu], czyli L-treo-1,4-

dimerkapto-2,3-butanodiolu  [(2S,35)-1,4-dimer-
kapto-2,3-butanodiolu]. Z kolei, drugg forma
DTT, definiowana jako racemiczny reagent Cle-
landa, jest mieszanina racemiczna dwoéch enan-
cjomeréw zaréwno szeregu D, jak i L, tj. DL-
treo-1,4-dimerkaptobutano-2,3-diol, czyli DL-
treo-1,4-dimerkapto-2,3-butanodiol ~ (DL-DTT)
(Cheek i in., 1993; Machaty i in., 1997 b). DTT
jest zwigzkiem chiralnym, a nazwa ditiotreitol
wywodzi si¢ od czteroweglowego cukru (aldote-
trozy) — treozy [(2R,35)-2,3,4-trihydroksybuta-
nalu; C4HgO,4], posiadajacego odpowiadajaca
DTT konfiguracje przestrzenng. Epimerycznym
analogiem (diastereoizomerem) ditiotreitolu jest
inny tioglikozyd z grupy reagentow Clelanda —
1,4-ditioerytritol, czyli erytro-1,4-dimerkapto-
2,3-butanodiol lub erytro-2,3-dihydroksy-1,4-
butanoditiol (DTE; C4H;00,S;). Odpowiada on
konformacjg erytrozie [(2R,3R)-2,3,4-trihydro-
ksybutanalowi; C4HsO,], epimerze treozy, roz-
nigcej si¢ od niej stereoizomeryczng konfigura-
cjg (potozeniem podstawnikow) przy jednym
asymetrycznym atomie wegla.

Rolg ditiotreitolu (tab. 1) jest redukcja
(hydrogenacja) mostkéw disiarczkowych (disul-
fidow) tubuliny oraz biatek receptorowych spe-
cyficznych dla InsP; lub rianodyny, ktére sa od-
powiedzialne za cykliczne uwalnianie wolnych
jonéw Ca®" z rezerwuaréw ooplazmatycznych.
Ze wzgledu na antagonistyczne wlasciwosci
w stosunku do timerosalu, DTT redukujac wig-
zania disulfidowe wyzej wspomnianych biatek
sam przybiera forme pierscieniowg typu hetero-
cyklicznego w wyniku utworzenia wewnatrzcza-
steczkowego mostku —S—S—, ktory jest efektem
reakcji jego utlenienia (oksydacji) poprzez de-
hydrogenacj¢ dwoch grup sulthydrylowych. Dla-
tego tez, jest on zdolny do regeneracji ultrastruk-
tury wrzeciona podzialowego oraz inhibicji
oscylacji wapniowych w cytoplazmie zrekon-
struowanych oocytéw $wini (Machaty i in., 1997
b; Prather i in., 1999; Tao i in. 2000).

Procedura dwustopniowej post-aktywacji
cybryd klonalnych $wini z wykorzystaniem
kombinacji timerosalu i DTT posiada réwniez
szereg roznych wad, ktore w wielu przypadkach
wykluczaja mozliwo$¢ jej praktycznej aplikacji.
Jednakze, Tao i in. (1999 a,b) zdecydowali si¢
na zastosowanie tego systemu aktywacji w swo-
im protokole eksperymentalnym. Strategia 10-
minutowej inkubacji hybryd jadrowo-cytopla-
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zmatycznych $§wini w obecnosci 200 pM/L time-
rosalu, a nastgpnie poddawania ich dziataniu
8 mM/L ditiotreitolu w czasie 30 minut dopro-
wadzita do uzyskania w warunkach pozaustro-
jowych okoto 41% kompaktnych morul oraz
3,7% blastocyst (Tao i in., 1999 b). W pordéwna-
niu do rezultatéw badan przeprowadzonych
przez Tao i in. (1999 b), w eksperymentach wta-
snych oocyty $wini zrekonstruowane z jader
transfekowanych fibroblastow tkanki skornej
dorostych osobnikéw i aktywowane za pomoca
innych czynnikow chemicznych (jonomycyny
wapnia 1 cykloheksimidu) wykazywaly ponad
trzykrotnie wyzsze kompetencje rozwojowe in
vitro do stadium moruli i blastocysty (3,7% vs.
14,0%) (Skrzyszowska i in., 2008). W doswiad-
czeniach przeprowadzonych przez Kiihholzera
iin. (2000) nie udato si¢ zweryfikowaé powta-
rzalnos$ci wynikéw otrzymanych przez Tao i in.
(1999 b). Potencjat rozwojowy do stadium mo-
ruli 1 blastocysty wsrod cybrydowych zygot klo-
nalnych zrekonstytuowanych z dojrzatych in vi-
tro oocytow, ktore aktywowano za pomocg time-
rosalu 1 ditiotreitolu, ulegt drastycznemu obnize-
niu w warunkach hodowli in vitro do poziomu,
odpowiednio: 2,2% oraz 1,1%. Przyczyna tak
znacznego ograniczenia kompetencji rozwojo-
wych cybryd klonalnych $wini poddawanych
dziataniu timerosalu oraz DTT moze by¢ ich
wysoka podatnos¢ na wyrzucanie dodatkowych
struktur parapolocytarnych i wtdrna haploidyza-
cja ich genomu jadrowego pod wplywem silnych
sygnalow jonowych, dostarczanych przez te tio-
pochodne, organiczne czynniki aktywujace.
Machaty i in. (1997 b) wykazali bowiem, ze az
73,3% oocytow §wini wyrzucato ciatka kierun-
kowe II rzedu po sztucznej aktywacji timerosa-
lemi DTT.

Transkomplementarna aktywacja biologiczna
zrekonstruowanych oocytow z wykorzysta-
niem bialkowych czynnikoéw oscylogennych,
zakumulowanych w cytoplazmie i podblono-
wym cytoszKielecie zygot

Ciekawym rozwigzaniem, pozwalajgcym
na przynajmniej czgSciowe omini¢cie potrzeby
stosowania protokolow sztucznej aktywacji zre-
konstruowanych oocytow $wini, okazato si¢ za-
adaptowanie bardzo wyrafinowanej techniki
dwustopniowej transplantacji jader komorko-

wych, po raz pierwszy wykorzystanej w klono-
waniu zarodkowym myszy (Kwon i Kono,
1996), do badan nad klonowaniem somatycznym
swin (Polejaeva i in., 2000). W pierwszym eta-
pie tego podwdjnego cyklu klonowania, pota-
czonego z wymiang przedjadrzy, metoda elek-
trofuzji wprowadzano jadra hodowanych in vitro
komorek $ciennej warstwy ziarnistej pecherzy-
kow jajnikowych do enukleowanych oocytow.
Dwa, generowane bezposrednio po sobie 60-
usekundowe impulsy pradu stalego o natezeniu
pola elektrostatycznego rzedu 1,5 kV/cm okaza-
ly si¢ nie tylko wlasciwym czynnikiem fuzjo-
gennym dla ooplastow i komoérek somatycznych,
lecz takze czynnikiem aktywujgcym rekonstytu-
owane hybrydy jadrowo-cytoplazmatyczne
Irzedu. Nastepnie, cybrydy klonalne I stopnia
poddawano dodatkowej elektrostymulacji, skta-
dajacej si¢ z dwoch kolejno nast¢pujacych po
sobie 60-usekundowych impulséw pradu statego
o sile pola elektrycznego 1,2 kV/cm. W drugim
etapie tej skomplikowanej strategii z cybrydo-
wych zygot klonalnych I rzedu przygotowywano
karioplasty zawierajgce rzekome przedjadrza
i transferowano je technikg elektrofuzji do
uprzednio enukleowanych zygot $wini, rozwija-
jacych si¢ z zaptodnionych in vivo oocytow.
Zrekonstruowane zarodki II stopnia bezposred-
nio transplantowano do jajowoddéw hormonalnie
zsynchronizowanych loch. Taka technika seryj-
nego klonowania §win umozliwita wyelimino-
wanie szkodliwych efektow ubocznych sztucz-
nej aktywacji fizycznej lub chemicznej przy-
najmniej w drugim etapie transplantacji egzo-
gennych jader komorkowych, w ktérym wyko-
rzystano zaptodnione komorki jajowe. Uwaza
si¢ ponadto, Ze osiagnigta ta droga sekwencyjna
ekspozycja wprowadzonego jadra komorki so-
matycznej, najpierw na czynniki bialkowe obec-
ne w cytoplazmie oocytu (ooplazmie), a nastgp-
nie na czynniki zakumulowane w cytoplazmie
zygoty, moze przyczyni¢ si¢ do pelniejszego
przeprogramowania epigenetycznego DNA ge-
nomowego zrekonstruowanego zarodka II gene-
racji. Mechanizm fizjologicznej aktywacji, pole-
gajacy na wielokrotnym wynurzaniu si¢ oscyla-
cyjnych fal przyrostu wewnatrzkomorkowe;j
koncentracji kationdw wapnia, jaki zostal uru-
chomiony po wniknigciu plemnika do dojrzatych
in vivo oocytdw $wini (zaptodnienie monosper-
miczne), doprowadzit do powstania zygot sta-
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nowigcych zrodlo cytoplastow w drugim cyklu
transplantacji konformacyjnie przemodelowa-
nych jader komorkowych (pseudoprzedjadrzy),
aw dalszej konsekwencji do pelnego rozwoju
rekonstruowanych zarodkéw II generacji po ich
przeszczepieniu do drog rodnych biorczyn za-
stepczych (Polejaeva i in., 2000).

Wykorzystanie zygot jako zrdédta bior-
cow jader komorkowych II rzgdu w procedurze
re-klonowania potaczonej z wymiang przedja-
drzy okazalo si¢ bardzo korzystnym rozwigza-
niem. Mikrosrodowisko cytoplazmatyczne lub
cytoszkielet podbtonowej (subooplazmatycznej)
strefy kortykalnej zaptodnionych komorek jajo-
wych sa bowiem bogate w szereg rozpuszczal-
nych czynnikow biatkowych, wchionigtych wraz
z cytozolem i jadrami plemnikow po fuzji bton
plazmatycznych gamet lub nierozpuszczalnych,
plemnikowych czynnikow podbtonowych (niecy-
tozolowych), ulegajacych inkorporacji (internali-
zacji) do struktury membranoszkieletu oocytow.
Wysokie stezenie endogennych biatek plemni-
kéw w cytoplazmie lub mikrofilamentowym
szkielecie blonowym enukleowanych zygot mo-
ze znacznie ulatwiaé strukturalne przemodelo-
wanie i epigenetyczne przeprogramowanie jader
komorek somatycznych w przedimplantacyjnych
zarodkach klonalnych. Te specyficzne biatka
plemnikowe zwigzane z nukleoplazma lub mate-
riatem wokoljadrowym (cytoplazmg perinukle-
arng), a takze z cytoszkieletem podbtonowym
wykazujg zdolno$¢ do generowania wielokrot-
nych cykli oprdéznien wewnatrzkomoérkowych
rezerwuarow wapniowych w oocytach. Repety-
tywne wynurzanie si¢ falowych wyrzutéw hy-
perkalcemicznych w ooplazmie stanowi konco-
wy etap molekularnego mechanizmu wtornego
przekaznictwa Ca*"-zaleznych sygnatow akty-
wujacych genetycznie uwarunkowany program
rozwoju zarodkowego (Swann i Lai, 1997; Ki-
mura i in., 1998). Falowy (pulsacyjny) charakter
docytozolowych wylewow jonow Ca®* z cystern
i kanalikow siateczki srodplazmatycznej gtadkiej
jest utrzymywany przez caty I cykl podzialowy
zygoty az do momentu rozpoczgcia okresu inter-
fazowego przez zarodki myszy w stadium 2-
blastomerowym. Oscylacje wapniowe, trwajace
przez tak dtugi okres czasu (12 do 24 godzin od
momentu zaptodnienia komoérki jajowej), moga
by¢ wywotywane tylko i wylacznie za posred-
nictwem tzw. oscylogennych czynnikéw biatko-

wych wprowadzanych wraz z cytozolem perinu-
klearnym i kariolimfg jadrowa lub cytoszkieletem
podbtonowym plemnika do ooplazmy badz mem-
branoszkieletu oocytarnego. Biatka te ulegaja pro-
teasomowej (zaleznej od ubikwityny) degragacji
dopiero po ukonczeniu interfazy II cyklu mito-
tycznego bruzdkowania zarodkow (Kono i in.,
1995; Zernicka-Goetz 1 in., 1995; Jellerette 1 in.,
2000, 2004; Marangos i in., 2003).

Transkomplementarna aktywacja pseudofi-
zjologiczna zrekonstruowanych oocytow z wy-
korzystaniem bialkowych czynnikéw oscylo-
gennych pochodzenia plemnikowego

Na obecnym etapie badan z zakresu klo-
nowania somatycznego $win i innych gatunkow
ssakow prowadzone sg intensywne proby nad
opracowaniem alternatywnej, w stosunku do me-
tod aktywacji fizycznej i chemicznej rekonstytu-
owanych oocytow, strategii aktywacji biologicz-
nej (transkomplementarnej) z wykorzystaniem
ekstraktow cytozolowo-kariolimfatycznych, wy-
izolowanych z plemnikow, ktére sa potencjal-
nym zrodlem czynnikoéw biatkowych spetniaja-
cych rol¢ induktoréw oscylacji wapniowych (tab.
1). Dwukrotna mikroiniekcja odpowiednio zbufo-
rowanych ksenogenicznych ekstraktéw (homo-
genatow) cytozolowych i nukleoplazmatycznych
plemnikéw knura do cytoplazmy rekonstruowa-
nych oocytow bydta inicjowata w cybrydowych
zygotach klonalnych seri¢ repetytywnych wy-
rzutéw jondw Ca’, niemal idealnie nasladujaca
wzorzec fizjologicznej aktywacji obserwowane;j
w czasie zaptodnienia oocytéw krowy lub doj-
rzatej ptciowo jaldwki (Knott i in., 2002).

Potencjalnymi kandydatami do grupy
tzw. transkomplementarnych, plemnikowych bia-
fek cytozolowych o wysokim stopniu rozpusz-
czalnosci, ktore biora bezposredni lub posredni
udziat w generowaniu i biochemicznej regulacji
dlugotrwalej kaskady wylewow jonow Ca®"
w cytoplazmie oocytow, a nastepnie zygot i ko-
morek wcezesnych zarodkow 2-blastomerowych,
sg m.in.: (1) specyficzna dla komodrek spermato-
genicznych izoforma fosfolipazy C, tj. izoenzym
PLCE (PLC-zeta) o masie molekularnej 74 kDa
(Cox i in., 2002; Saunders i in., 2002; Nomikos
iin., 2005; Yoneda i in., 2006; Samiec i Skrzy-
szowska, 2014); (2) biatko indukujace oscylacje
kationdw wapnia okres$lane oscylling lub oscyl-
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logenem (o masie czasteczkowej 33 kDa), wy-
kazujgce prawdopodobnie aktywno$¢ izomerazy
lub deaminazy glukozoamino-6-fosforanowe;j
(GNPI lub GNPDA), ktéra katalizuje konwersje
glukozoamino-6-fosforanu (GNP) do fruktozo-6-
fosforanu 1 NHj ) (NH;") z jednoczesnymi reak-
cjami izomeryzacji (tautomeryzacji) aldehydo-
wo-ketonowej oraz aminacji/deaminacji (Par-
rington i in., 1996; Swann i Lai, 1997; Fissore
iin.,, 1998; Wu i in., 2001); (3) receptor po-
wierzchniowy Kit, bedacy produktem ekspres;ji
protoonkogenu c-kit o mimetycznej aktywnos$ci
kinazy tyrozynowej receptorow transblonowych
oocytu (Sette 1 in., 1998) oraz (4) biatko perinu-
klearne, zwane tez bialkiem wokoljgdrowej ma-
cierzy cytoplazmatycznej (Kimura i in., 1998).
Z kolei, do plemnikowych, nierozpuszczalnych
biatek podbtonowych (niecytozolowych), ktore
kandydujg do roli czynnikoéw oscylogennych
w cyklicznych wahaniach falowych wewnatrzo-
ocytarnej koncentracji wolnych jonéw Ca", na-
leza termostabilne izoformy czynnika biatkowe-
go izolowanego z macierzy podblonowej (mem-
branoszkieletu) segmentu rownikowego glowki
plemnika o masie 30-120 kDa — SOAF (ang.
sperm-borne oocyte activating factor) (Kimura
iin., 1998; Perry i in., 1999, 2000; Ogonuki i in.,
2001). Zweryfikowanie tej procedury pseudofi-
zjologicznej aktywacji transkomplementarnej
(transcytozolowej lub transnukleoplazmatycz-
nej) zrekonstytuowanych oocytéw w klonowa-
niu somatycznym $win pozostaje zapewne juz
tylko kwestig czasu, bowiem moze si¢ ona oka-
za¢ przetomowym rozwigzaniem, znacznie zwig-
kszajacym efektywno$¢ sztucznej stymulacji
programu rozwojowego cybrydowych zygot
klonalnych.

Wplyw cytochalazyny B na efektywnos$¢ ak-
tywacji oocytow S$wini zrekonstruowanych
z jader komorek somatycznych

Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze
szereg czynnikow aktywujacych, a w szczegol-
nosci zmultiplikowana elektrostymulacja, indu-
kuje proces uwalniania do przestrzeni okotozoit-
kowej przez zrekonstruowane oocyty $wini, po-
dobnie jak i mysie, dodatkowych struktur przy-
pominajagcych cialka kierunkowe, nazywanych
pseudopolocytami lub rzekomymi ciatkami kie-
runkowymi (Cha i in., 1997; Miyoshi i in., 2000,

2002; Hwang i in., 2015; Hua i in., 2016; Huang
iin., 2016; Kim i in., 2016).

Wysoka wrazliwo$¢ oocytow $wini na
wszelkie sygnaly jonowe, dostarczane przez
sztuczne aktywatory, niezaleznie od stopnia in-
wazyjnosci ich parametrow fizykochemicznych
obniza z pewnoscig prog tolerancji cybrydowych
zygot klonalnych na wielko$¢ natezenia sygna-
tow jonowych, dostarczanych przez egzogenne
bodzce stymulujace inicjacje programu rozwo-
jowego zrekonstytuowanych zarodkéw oraz
czyni je komérkami bardziej podatnymi na wy-
rzucanie struktur parapolocytarnych II rzedu
w poroOwnaniu z oocytami innych gatunkéw
zwierzat gospodarskich (bydlo, owce, kozy).
Dlatego tez, w przypadku rekonstrukcji oocytow
$wini z jader komorek w fazach GO/G1 zaleca
si¢ taczenie protokoldéw aktywacji z post-akty-
wacyjng inkubacjg cybryd klonalnych w pozyw-
ce zawierajacej 5-7,5 pg/mL cytochalazyny B
(CB) przez co najmniej 2 godziny (Onishi i in.,
2000; De Sousa i in., 2002; Miyoshi i in., 2002;
Lee i in., 2016). Jest to uzasadnione tym, ze cy-
tochalazyna B jako inhibitor polimeryzacji mi-
krofilamentéw aktynowych, bedacych gtownym
sktadnikiem cytoszkieletu i membranoszkieletu
oocytu, hamuje jego szczatkowa (poronng) cyto-
kineze biegunowa, a wiec zapobiega uwolnieniu
do przestrzeni okotozoéttkowej pseudopolocytu.
Wynikiem tego jest zachowanie normalnego di-
ploidalnego statusu (2n=38 chromosomow)
przez upodobniajace si¢ do przedjadrzy zaptod-
nionych komorek jajowych (zygot) pod wzgle-
dem morfologicznym i cytofizjologicznym inter-
fazowe jadra somatogeniczne, ktére ulegly kon-
figuracyjnemu (architektonicznemu) przemode-
lowaniu w $rodowisku cytoplazmatycznym zre-
konstytuowanych oocytow i z tego powodu sg
okreslane mianem struktur parapronuklearnych,
rzekomych przedjadrzy lub pseudoprzedjadrzy.
Prawidlowa ploidia genomu jadrowego, decydu-
jaca w duzym stopniu o wysokim potencjale
rozwojowym zarodkoéw klonalnych $wini zre-
konstruowanych z jader komorek somatycznych,
ktorych cykl mitotyczny zostal zsynchronizowa-
ny in vitro na granicy stadiow G0/G1 lub G2/M,
zalezy wigc nie tylko od odpowiedniej koordy-
nacji faz cyklu podzialowego komodrek-dawcow
jader oraz oocytow MII, lecz takze od stopnia
progresji lub regresji procesu emisji (wyrzuce-
nia) II ciatka kierunkowego w wyniku wznowie-
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nia cyklu pseudomejotycznego uzyskanych cy-
bryd klonalnych. Wyrdznicowane, w nastep-
stwie przedwczesnej kondensacji presyntetycz-
nej lub postsyntetycznej chromatyny jadrowej
komoérek-dawcow w stadiach GO/G1 lub G2/M,
chromosomy kazdej z 19 homologicznych par
plytki metafazowej, sktadaja si¢, odpowiednio:
z pojedynczych chromatyd niesiostrzanych lub
z podwodjnych chromatyd siostrzanych, czyli po-
siadajg diploidalng (2C) lub tetraploidalng (4C)
liczbe czasteczek DNA. Gdyby proces uwolnie-
nia dodatkowe;j struktury parapolocytarnej zostat
zainicjowany w wyniku sztucznej aktywacji oo-
cytu, wowczas prawidtowa ploidia bylaby za-
chowana tylko w przypadku cybryd klonalnych,
posiadajacych przemodelowane jadra komorko-
we, ktore zostaly przeszczepione w fazach
G2/M. Potowa czgsteczek DNA (2C) zostalaby
usuni¢ta wraz z wyrzuconym pod ostonke przej-
rzysta oocytu rzekomym ciatkiem kierunkowym,
a druga potowa zostalaby zachowana w formie
zrearanzowanej chromatyny formujgcej pseudo-
przedjadrze, a nastgpnie po ponownej replikacji
osiagnetaby przed [ podziatem bruzdkowania
powtornie poziom tetraploidalny (4C). Nato-
miast, w przypadku niewyrzucenia polocytu II
rzgdu prawidlowa ploidia cybrydowej zygoty
klonalnej bylaby tylko wtedy utrzymana, gdyby
do ooplastu MII zostatlo wprowadzone jadro
komoérki w fazach GO/G1 (posiadajace 2C
DNA). Transfer jader komoérek somatycznych
w stadiach GO/G1 wymaga zatem z reguty kom-
binacji systemu aktywacji zrekonstytuowanych
oocytow (zwlaszcza metodg elektroimpulsacji)
z ich post-inkubacjg w obecnosci cytochalazyny B.

Znakomitg egzemplifikacja powyzszych
rozwazan jest wykorzystanie procedury potacze-
nia opoznionej w stosunku do momentu rekon-
strukcji stymulacji elektrycznej hybryd jadrowo-
cytoplazmatycznych z ich 3-godzinng post-
inkubacjga w pozywce z dodatkiem 5 pg/mL CB
przez Tomii i in. (2005). Badacze ci, w warun-
kach hodowli in vitro uzyskali 12,3% blastocyst
klonalnych o $redniej liczbie komorek siggajacej
poziomu 54 — w wyniku transplantacji jader pto-
dowych komorek fibroblastycznych do enukle-
owanych oocytéw (ooplastéw) Swini. Natomiast,
po transplantacji jader w fazach G2/M potrzeba
stosowania protokolu post-aktywacji sprz¢zone-
go z traktowaniem oocytéw cytochalazyna B
zostala wyeliminowana na rzecz sygnatow ak-

tywacyjnych wzmocnionych przez podwyzsze-
nie stezenia odpowiednich aktywatorow che-
micznych lub wydtuzenie czasu ich oddzialywa-
nia na oocyty badz przez znaczne zwigkszenie
nat¢zenia impulsow pradu statego lub prolongo-
wanie czasu ich trwania (Lai i in., 2001; Ono
iin., 2001). Ponadto, wyniki doswiadczen prze-
prowadzonych przez Miyoshi i in. (2000) wska-
7uja, ze oocyty rekonstruowane z jader hodowa-
nych komorek zarodkowych, wyprowadzonych
z weztow  zarodkowych wyleglych blastocyst
$wini, inkubowane po aktywacji w pozywce
uzupelnionej 7,5 pg/mL cytochalazyny B, wyka-
zywaly znacznie wyzsze kompetencje rozwojowe
do stadium blastocysty niz cybrydy klonalne nie
poddawane dziataniu CB. Postaktywacyjna inku-
bacja sklonowanych zarodkéw w obecnosci CB
przez 0—1 godzing okazala si¢ zbyt krotka, aby
zapobiec wyrzuceniu dodatkowych struktur pa-
rapolocytarnych, dlatego tez ponad 80% zygot
charakteryzowalo si¢ obecnoscig jednego pseu-
doprzedjadrza i jednego ciatka kierunkowego.
Sugeruje to, ze w tak krotkim okresie czasu CB
nie jest w stanie spowodowa¢ calkowitej depo-
limeryzacji wigkszo$ci mikrofilamentow akty-
nowych oocytu, co uniemozliwia skuteczne za-
blokowanie poronnej cytokinezy biegunowej
1 indukuje uwolnienie pseudopolocytu do prze-
strzeni okotozottkowej sklonowanego zarodka.
Z kolei, wydluzenie czasu ekspozycji na dziata-
nie cytochalazyny B do 2—4 godzin przyczynito
si¢ do powickszenia populacji zarodkéw z dwo-
ma pseudoprzedjagdrzami i brakiem dodatko-
wych ciatek kierunkowych do poziomu 58-67%.
To ostatnie zjawisko ttumaczy si¢ tym, ze efek-
tywne oddziatywanie CB polega na zahamowa-
niu cytokinezy bez jakiegokolwiek negatywnego
wplywu na przebieg kariokinezy, czego efektem
jest powstanie dikariotycznej (dwujadrowej) in-
terfazowej zygoty. Uzupelnieniem wymienio-
nych rezultatoéw byta obserwacja wptywu CB na
dalszy rozwdj zarodkowy zrekonstruowanych
oocytow. Okazato si¢ bowiem, ze odsetek za-
rodkow, ktore rozwinely si¢ do stadium blasto-
cysty po 7 dniach hodowli in vitro, byt istotnie
wyzszy po 2-godzinnym traktowaniu cybrydo-
wych zygot klonalnych cytochalazyng B (23%)
niz w grupie kontrolnej (5%). Sugerujac si¢ tymi
wynikami, w badaniach wlasnych zastosowano
takze kompleksowg metod¢ dwustopniowej ak-
tywacji fizykochemicznej zrekonstruowanych
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oocytow $wini i ich post-inkubacji w obecnosci
CB przez 1,5-2 godziny, gdyz zrédlem komo-
rek-dawcow jader byly w tym przypadku hodo-
wane in vitro do stanu petnej konfluencji fibro-
blasty plodowe lub fibroblasty tkanki skornej
ucha dorostych osobnikow, ktorych cykl mito-
tyczny byt poddawany sztucznej synchronizacji
w fazach G1/G0 poprzez inhibicj¢ kontaktowa
ich migracji i proliferacyjnego wzrostu (Skrzy-
szowska i in., 2008).

Interesujgcym aspektem sztucznej akty-
wacji hybryd jadrowo-cytoplazmatycznych w klo-
nowaniu somatycznym $win jest takze brak zdol-
nosci wyrzucania pseudopolocytow lub wykazy-
wanie jedynie bardzo ograniczonej zdolno$ci do
szczatkowej cytokinezy biegunowej przez oocy-
ty $wini elektroaktywowane w momencie ich
rekonstrukcji (Uhm i in., 2000; Verma i in.,
2000; Lai i in., 2002; Kurome i in., 2003). Pro-
cedura jednoczesnej fuzji i aktywacji rekonsty-
tuowanych oocytéw w polu elektrostatycznym
uniemozliwia bowiem zajécie w przewazajacym
odsetku uzyskanych cybryd klonalnych zjawiska
przedwczesnej kondensacji interfazowej chro-
matyny (PCC; ang. premature chromatin con-
densation) jader komorek somatycznych w mi-
krosrodowisku ooplazmatycznym z obnizonym
poziomem MPF, przed uformowaniem pseudo-
przedjadrzy. Poniewaz przedwczesne wyrdzni-
cowanie (spiralizacja) chromosomoéw w cybry-
dach klonalnych jest warunkiem wstepnym i ko-
niecznym do uwolnienia dodatkowych struktur,
przypominajacych ciatka kierunkowe, w zrekon-
struowanych oocytach nie dochodzi do ukoncze-
nia Il podziatlu pseudomejotycznego i tzw.
szczatkowej (Sladowej) cytokinezy, lecz wcho-
dza one bezposrednio w interfazg I cyklu mito-
tycznego bruzdkowania.

W tym ostatnim przypadku nie zachodzi
zatem koniecznos$¢ post-inkubacji cybryd klo-
nalnych $wini zrekonstruowanych z jader komo-
rek w fazach GO/G1 w pozywce z dodatkiem
cytochalazyny B (Kiihholzer i in., 2001; Park
iin., 2001 a,b, 2002; Dai i in., 2002). Dlatego
tez, w badaniach wiasnych protok6t post-
aktywacyjnej inkubacji hybryd jadrowo-cyto-
plazmatycznych $wini zastosowano jedynie
w nastepstwie sekwencyjnej aktywacji fizyko-
chemicznej zrekonstytuowanych oocytow, a nie
w przypadku aktywacji rekonstytuowanych oo-
cytow inicjowanej w momencie ich fuzji

z komorkami fibroblastycznymi (Skrzyszowska
iin., 2008).

Podsumowanie

Optymalnym wzorcem sztucznej akty-
wacji bytby wzorzec zblizony do naturalnej ak-
tywacji oocytu loszki lub lochy, inicjowanej
przez penetrujacy plemnik knura podczas za-
ptodnienia, ktory indukuje kaskade procesow
odpowiedzialnych za uwalnianie do ooplazmy
wolnych jonoéw wapnia w postaci serii pulsacyj-
nych wyrzutéw. Na obecnym etapie badan wy-
daje si¢, ze wymagania te spetniajg jedynie takie
aktywatory, jak timerosal (tiomersal) w kombi-
nacji z ditiotreitolem, jednakze tylko w odnie-
sieniu do niektorych gatunkéw ssakéw (Swinia,
mysz) (Cheek i in., 1993; Machaty i in., 1997 b;
Tao i in., 2000; Im i in., 2006; Yuan i in., 2014).

Ostatnio, badania nad sztuczng aktywa-
cja cybryd klonalnych $wini w znacznym zakre-
sie koncentrujg si¢ na sprz¢zeniu procedur indu-
kujacych wielokrotng mobilizacje wewnatrzko-
morkowych magazynow wapniowych, ktore
obejmujg zmultiplikowang elektrostymulacje lub
prolongowanie czasu inkubacji rekonstytuowa-
nych oocytow w roztworach o podwyzszonym
(z poziomu 5 puM/L do 7,5 uM/L lub 15 uM/L)
stezeniu takich antybiotykow jonoforowych, jak
jonomycyna wapnia, z systemami dlugotrwalej
(kilkugodzinnej) supresji aktywno$ci cyklino-
zaleznych kinaz biatkowych, m.in. czynnika
MPF oraz kinazy MAP (Prather i in., 1999;
Miyoshi i in., 2003; Garcia-Mengual i in., 2008;
Skrzyszowska i in., 2008; Samiec i Skrzyszow-
ska, 2012; Kim i in., 2016). Prawdopodobnie,
pottora- lub trzykrotny przyrost koncentracji jo-
nomycyny w pozywce hodowlanej indukuje juz
nie pojedyncza fale przyrostu wolnych jondéw
Ca*" w ooplazmie, lecz calg serie repetytywnych,
logarytmicznych wyrzutow kationd6w wapnia,
przypominajacg w wigkszym stopniu fizjolo-
giczny mechanizm uwalniania jonéw Ca*" z ma-
gazyndw wewnatrzkomorkowych oocytu w na-
stepstwie jego zaplodnienia.

Nasladowanie procesu naturalnej akty-
wacji w warunkach poéltora- lub trzykrotnego
podwyzszenia st¢zenia jonomycyny wapnia z 5
uM/L do 7,5 uM/L lub 15 pM/L spowodowane
jest takze gwaltownym wzbudzeniem wielo-
krotnych cykli oprdéznien rezerwuardw wap-
niowych w zrekonstruowanych oocytach. Z jed-
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nej strony, umozliwia to trans-dukcj¢ dosta-
tecznie silnego sygnatu jonowego, stymulujg-
cego szybkie uruchomienie programu rozwo-
jowego cybryd klonalnych, z drugiej natomiast,
chroni cybrydowa komorke przed szkodliwymi
efektami cytotoksycznymi, zwigzanymi z utrzy-

mujacym si¢ przez dluzszy czas wysokim po-
ziomem kationdw wapnia w cytoplazmie zre-
konstruowanych oocytow (Betthauser i in.,
2000; Yin i in., 2002; Hyun i in., 2003 a; Sa-
miec i in., 2003; Skrzyszowska i in., 2008; Sa-
miec i Skrzyszowska, 2012).
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THE TYPES OF AGENTS USED FOR ARTIFICIAL ACTIVATION OF RECONSTRUCTED
OOCYTES IN THE SOMATIC CELL CLONING OF PIGS

Summary

Artificial activation of porcine somatic cell nuclear-transferred oocytes turns out to be an extremely im-
portant factor that influences their ability not only to resume and terminate the meiosis but also to enter the phase
of preimplantation embryo development. Physical agents, such as electric pulses, or chemical agents, such as
specific ionophore antibiotics (e.g., calcium ionomycin, Ca®" ionophore A23187 also known as calcimycin) or
thimerosal in combination with dithiothreitol, are commonly used stimuli activating pig oocytes reconstructed by
somatic cell nuclear transfer (SCNT). The current intensive studies on improving the activation methods of por-
cine nuclear-cytoplasmic hybrids (i.e., clonal cybrids) are chiefly aimed at optimizing the technical parameters of
electric field involving strength, duration of DC pulses, number of pulses and time interval between them. Alter-
natively, and more often, these investigations are focused on combining application of the activating stimulus
(most frequently calcium ionomycin or DC pulses) with utilizing either such agents as 6-dimethylaminopurine
(6-DMAP), R-roscovitine (R-RSCV) and butyrolactone I (BTRL-I) that non-specifically or specifically block the
activity of cyclin-dependent protein kinases (CDKs) or agents that reversibly inhibit protein synthesis. Here an
example is cycloheximide (CHXM) that suppresses the re-translation of cyclin B following resumption of oocyte
meiosis from metaphase II stage-related arrest.
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