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Czesc 1

Epigenetyczne uwarunkowania
ontogenetycznego rozwoju ssakow

Redakcja naukowa:
MARCIN SAMIEC






1. Czy tylko geny decyduja o rozwoju osobniczym ssakow?

1.1. Oocyty i zarodki ssakow jako obiekt badan epigenetycznych mechanizmow
determinujgcych stopien ekspresji genow

Jeszcze dwadzie$cia lat temu odpowiedz na to pytanie wydawalaby si¢ cat-
kiem oczywista. Tak. Tylko geny stanowig glowny element decydujacy o ekspres;ji
cech genotypowych i fenotypowych w rozwoju ontogenetycznym ssakow. Jednak-
Ze na obecnym etapie badan uwaza si¢, ze rowniez czynniki pozagenowe, czyli
epigenetyczne spetniajg niezwykle istotng role w regulacji ekspresji genéw w cza-
sie ontogenezy ssakow (w tym takze czlowieka), juz od momentu zaptodnienia
komorki jajowej 1 powstania zygoty, poprzez fazy przed- i poimplantacyjnego
rozwoju zarodkowego, a takze rozwoju ptodowego, po rozwoj pre- i postnatalny
oraz pozniejsze okresy zycia osobniczego az do $mierci. Dlatego tez oocyty i za-
rodki ssakow sg doskonalym obiektem do analizy czynnikéw determinujgcych
procesy epigenetycznej regulacji ekspresji genow (Bortvin i in., 2003; Brunetti
iin., 2008; Cervera i in., 2009). Analiza tych czynnikdéw moze przyczynic si¢ do
peiejszego poznania molekularnych mechanizméw lezgcych u podstaw procesu
przeprogramowania, czyli rearanzacji epigenetycznych modyfikacji genomu ja-
drowego podczas rozwoju zarodkow uzyskanych zar6wno w wyniku zaptodnienia
in vivo lub zaptodnienia in vitro (IVF; ang. in vitro fertilization), jak i w wyniku
klonowania somatycznego (SCNT; ang. somatic cell nuclear transfer). Dotychcza-
sowa wiedza na temat czynnikéw warunkujgcych proces epigenetycznego przepro-
gramowania genomu we wczesnych etapach rozwoju zarodkowego jest bowiem
niespojna i fragmentaryczna (Han i in., 2003; Jouneau i Renard, 2003; Allegrucci
iin., 2005).

1.2. Mechanizmy epigenetyczne w roli procesow roZnicujgcych zakres ,odczyty-
wania” jednakowych kodow genetycznych oraz proceséow warunkujqcych zrozni-
cowany wzorzec aktywnosci transkrypcyjnej genomu w komdorkach

Molekularny scenariusz epigenetycznej regulacji ekspresji osobniczych
cech genotypowych i fenotypowych stanowig procesy réznicujgce mozliwosci
wykorzystania informacji zapisanej w identycznych sekwencjach nukleotydow
DNA i procesy determinujgce zroznicowany profil przysztej aktywnosci transkryp-
cyjnej gendw w komoérkach danego organizmu (Bortvin i in., 2003; Pfister-
Genskow 1 in., 2005; Buganim 1 in., 2013; Niemann, 2016). Informacja epigene-
tyczna, w odroznieniu od informacji genetycznej, ktora jest zapisana w sekwencji
nukleotydow DNA (tj. jego strukturze I-rzgdowej), jest zakodowana w strukturze
i funkcjach kowalencyjnych modyfikacji DNA oraz zwigzanych z DNA biatek
histonowych chromatyny jadrowej. Analiza jakoSciowa i ilo§ciowa tych modyfika-
¢ji jest przedmiotem badan nowej gat¢zi genetyki molekularnej okreslanej mianem



epigenetyki lub epigenomiki. Epigenetyka zajmuje si¢ zatem badaniem dziedzicz-
nych zmian funkcjonalnych zaré6wno w komoérkowych wzorcach, jak i w iloscio-
wym profilu ekspresji genow. Zmiany te nie wynikaja z rearanzacji w sekwencjach
nukleotydow DNA (mutacji genowych), lecz sg efektem stabilnych i odwracalnych
modyfikacji biochemicznych DNA oraz bialek histonowych chromatyny jadrowej,
ktore sg powiclane w kolejnych generacjach komodrek potomnych. W praktyce
epigenomika opisuje mechanizmy pozagenowej regulacji biochemicznej struktu-
ralno-funkcjonalnych wlasciwosci DNA 1 bialek chromatynowych, w wyniku kto-
rych genetycznie identyczne komorki danego osobnika, a takze genetycznie iden-
tyczne osobniki danego gatunku (bliznigta jednojajowe/monozygotyczne) wykazu-
ja zréznicowang (tkankowo-specyficzng) ekspresje genow, co jest podtozem mig-
dzykomorkowej lub migdzyosobniczej zmiennosci fenotypowej (Jin i in., 2014;
Taudt i in., 2016). Wystepowanie migdzyosobniczych réznic we wzorcach epige-
netycznych modyfikacji genomu prowadzi do ujawniania si¢ zmiennos$ci genoty-
powej i fenotypowej nie tylko miedzy bardzo blisko spokrewnionymi genetycznie
osobnikami (bliznigta dwujajowe/dizygotyczne, pdtrodzenstwo, osobniki linii zin-
bredowanych), lecz takze migdzy identycznymi genetycznie osobnikami danego
gatunku (ryc. 1) (Singh i in., 2002; Archer i in., 2003; Ollikainen i Craig, 2011; Yu
iin., 2012; Li i in., 2013a; Roifman i in., 2016). U cztowieka konsekwencja zr6z-
nicowania (dywersyfikacji) epigenetycznej kontroli aktywnosci genomu u blisko
spokrewnionych lub monogenetycznych osobnikow jest ich odmienna podatnosé¢
(wrazliwos¢ lub opornosc) na choroby neurodegeneracyjne i choroby psychiczne
(Lee i Sachdev, 2014; Wong i in., 2014, 2015; Castellani i in., 2015; Li 1 in., 2016;
Malki i in., 2016; Walker i in., 2016), a takze choroby onkologiczne (Galetzka i in.,
2012; Kratz i in., 2014; Roos i in., 2014, 2016). Zmiennos$¢ epigenetyczna obser-
wowana wsrod identycznych genetycznie osobnikéw (bliznigt monozygotycznych)
moze wyraza¢ si¢ rowniez ich odmienng orientacjg seksualng (Rice i in., 2013;
Balter, 2015). U cztowieka potwierdzone sa przypadki par bliznigt monozygotycz-
nych zaréwno pici zenskiej, jak 1 meskiej, w przypadku ktorych jedna z siostr bliz-
niaczych wykazywata orientacje homoseksualng, a druga heteroseksualng lub tez
jeden z braci blizniaczych wykazywal orientacj¢ heteroseksualng, a drugi — homo-
seksualng, przy czym nalezy podkresli¢, ze kazde z bliznigt bylo wychowywane
w tym samym S$rodowisku rodzinnym i podlegato tym samym uwarunkowaniom
spoteczno-kulturowym (Rice i in., 2012; Ngun i Vilain, 2014). R6znice w epigene-
tycznych modyfikacjach DNA jadrowego znajdujg takze odzwierciedlenie
w zmiennos$ci genotypowej i fenotypowej miedzy osobnikami poddanymi klono-
waniu (dawcami komorek somatycznych do zabiegu klonowania) oraz ich klonami
(blizniaczymi replikami), a takze migdzy samymi osobnikami klonalnymi (czyli
klonami somatycznymi) (Miyashita i in., 2002; Archer i in., 2003; Jeon i in., 2005;
Betts i in., 2006; Rodriguez-Osorio i in., 2012). Zmienno$¢ ta przejawia si¢
w zroznicowanym wieku epigenetycznym, ktory zwigzany jest nie tylko z odmien-
nym tempem skracania si¢ terminalnych odcinkéw chromosoméw (telomerow)
w okresie pourodzeniowym/postnatalnym (dziecinstwo i zycie doroste), lecz takze
w okresie rozwoju zarodkowego 1 ptodowego, z odmienng aktywnos$cig biokatali-
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tyczng telomerazy, enzymu odpowiedzialnego za odtwarzanie pierwotnej dlugosci
telomerow w kazdym cyklu podzialowym komorek i w kazdej rundzie replikacji
DNA. Ze wzgledu na fakt, ze w okresie rozwoju postnatalnego wewnatrzkomor-
kowa aktywnos¢ telomerazy catkowicie wygasa (poza nielicznymi wyjatkami, do
ktorych zaliczane sa np. komorki linii plciowej, leukocyty krwi obwodowej oraz
komorki nowotworowe), zdolnos¢ do regeneracji struktury telomeréw ulega réw-
niez catkowitemu zanikowi. To z kolei przejawia si¢ zréznicowang wewnatrzgru-
powa podatnoscig na procesy replikacyjnego i fizjologicznego starzenia si¢ komo-
rek wsrdd poszczegolnych osobnikow klonalnych nalezacych do monogenetyczne;j
populacji, jaka jest somatyczny klon, ktorego kazdy przedstawiciel stanowi wierng
kopi¢ osobnika sklonowanego (Kiihholzer-Cabot i Brem, 2002; Bekaert i in., 2004;
Schaetzlein i Rudolph, 2005; Kurome i in., 2008; Gomes i in., 2011).

Ryc. 1. Epigenetycznie uwarunkowana dywersyfikacja wewnatrzpopulacyjna i migdzypo-
pulacyjna jako gtowny powdd zréznicowania genotypowego i fenotypowego migdzy
osobnikami o bardzo wysokim wspotczynniku spokrewnienia addytywnego (inbredu) oraz
miedzy identycznymi genetycznie osobnikami danego gatunku
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1.3. Konfiguracja przestrzenna i stopnie kondensacji chromatyny jgdrowej oraz
epigenetycznie-zaleine zmiany w stopniu ekspresji genow i interakcje zachodzgce
miedzy roznymi modyfikacjami epigenetycznymi

Modyfikacje epigenetyczne DNA i bialek histonowych maja decydujacy
wplyw na konfiguracje przestrzenng (konformacje) i stopien zaawansowania pro-
cesow kondensacji chromatyny jadrowej (Kim i in., 2002; Bui i in., 2007; Fisher
i Fisher, 2011). W jadrze komérkowym czasteczka DNA nie tworzy spontanicznie
struktur skondensowanych, gdyz przeciwdzialajg temu gesto rozmieszczone odpy-
chajace si¢ tadunki ujemne grup fosforanowych. Kondensacja genomowego DNA
zachodzi dzigki tworzeniu si¢ kompleksow kwasu nukleinowego z biatkami, co
prowadzi do powstania chromatyny. Podstawowa powtarzajaca si¢ podjednostka
strukturalng chromatyny jest nukleosom, w sktad ktérego wchodza niewielkie biat-
ka zasadowe (ze wzgledu na przewage grup aminoacylowych lizyny i argininy),
zwane histonami oraz DNA. Rdzen nukleosomu zbudowany jest z DNA o dhugosci
146-147 par zasad (pz) oraz przypominajacego walec biatkowego oktameru, na
ktérym to DNA jest nawinigte. Oktamer zawiera po dwa histony H2A, H2B, H3
i H4. Dodatkowo DNA, nawinigte na histonowy oktamer, jest przytrzymywane
wraz ze swoim wchodzacym i wychodzacym fragmentem przez pojedynczy histon
lacznikowy HI, ktory wraz z rdzeniem nukleosomu tworzy tzw. chromatosom.
Histon facznikowy dziata jak klamra zapobiegajaca oddzieleniu si¢ zwoju DNA od
rdzenia nukleosomu. Pomigdzy kolejnymi chromatosomami wystepuje odcinek
wolnego DNA o zmiennej dtugosci. Jest to tzw. DNA tacznikowe. Chromatosom
wraz z przyleglym DNA lacznikowym stanowi nukleosom i zapewnia 6—7-krotng
kondensacj¢ DNA. Wtokna nukleosomowe (wldkna chromatynowe 10-11 nm)
ulegaja spontanicznej spiralizacji w jonowych warunkach panujacych wewnatrz
jadra komorkowego, tworzac widkna o $rednicy ok. 30 nm (tzw. solenoidy), ktére
stanowig natywng forme dla aktywnej transkrypcyjnie chromatyny (euchromatyny)
i zwigkszaja wspolczynnik upakowania DNA do okoto 40x. Heliksoidalne zwinig-
cie tancucha nukleosoméw (tj. utworzenie solenoidu), a nastepnie pofaldowanie
solenoidu i utworzenie domen stabilizowanych przez biatka nichistonowe daje
dalsze upakowanie czgsteczki DNA i dalsza kondensacje wtokien nukleosomo-
wych, co prowadzi do uformowania nieaktywnej transkrypcyjnie heterochromaty-
ny. Najwyzszy stopien kondensacji chromatyna osigga w stadium metafazy
w okresie podziatlowym cyklu mitotycznego lub mejotycznego komorki, tworzac
chromosomy metafazowe (wowczas stopien upakowania DNA dochodzi do ok. 10
000x). W okresie interfazowym (mi¢dzypodzialowym) cyklu komdrkowego chro-
matyna jest bardziej rozluzniona, jednak pewien stopien jej kondensacji jest ko-
nieczny ze wzgledu na duze liniowe rozmiary czasteczki DNA w poréwnaniu
z rozmiarami komorki. Funkcja histonéw nie ogranicza si¢ tylko do bycia sktado-
wym elementem chromatyny. Histony, ulegajac kilku modyfikacjom posttransla-
cyjnym, wplywaja na ekspresj¢ genéw poprzez zmiang struktury chromatyny
(Sarmento i in., 2004; Seki i in., 2005; Kungulovski i Jeltsch, 2016). Kluczem do
morfologicznego i funkcjonalnego zréznicowania komorek w obrebie ludzkiego
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organizmu jest ustalanie swoistych wzorcow ekspresji genow. Genom ludzki za-
wiera okoto 25-30 tys. genow, przy czym w kazdej komorce tylko czgs$¢ z nich
ulega ekspresji. Za ustalanie takich wzorcow ekspresji wspotodpowiedzialne sg
modyfikacje epigenetyczne. Obejmuja one przede wszystkim: metylacjc DNA,
modyfikacje histonow i struktury chromatyny, a takze funkcje regulatorowe nieko-
dujacego RNA (np. mikroRNA) (Dean i Santos, 2003; Kim i in., 2004; Santos
i Dean, 2004). Do najwazniejszych modyfikacji bialek histonowych nalezg acety-
lacja oraz metylacja grupy e-aminowej lizyny w obrebie N-aminowych koncow
w tzw. ogonach histonowych, wystajacych na zewnatrz nukleosomow. Udziat hi-
stonow w zmiennoS$ci epigenetycznej nie zalezy wytacznie od rodzaju modyfikacji
1 miejsca jej wystgpienia, ale takze od jej wplywu na proces metylacji samego
DNA. Podstawowym nastgpstwem zmian epigenomowych jest wystgpowanie cza-
sowej, przestrzennej i tkankowo-specyficznej zmienno$ci genotypowej i fenotypo-
wej tego samego genomu, opartej na jego zroéznicowanym statusie epigenetycznym
(Kourmouli i in., 2004; Liu i in., 2004; Nagashima i in., 2007; Mason i in., 2012).
Poczatkowo uwazano, ze zmiany w poziomie i tempie ekspresji genow sa
gldwnie wynikiem proceséOw metylacji regiondéw promotorowych genomowego
DNA. Metylacja DNA nalezy do jednych z najtrwalszych i najlepiej poznanych
biochemicznych modyfikacji epigenetycznych. Metylacja stanowi poreplikacyjna
modyfikacje DNA, ktora jest zawsze symetryczna i obejmuje obie komplementarne
nici DNA. Miejsce metylacji nie jest przypadkowe. Dotyczy tylko reszt cytozyny,
wchodzacych w sktad sekwencji 5°-CG-3° (5’-cytydyno-3’-monofosforylo-5’-
guanozyny-3’), czyli dinukleotydéw CpG, ktore sg nazywane wyspami CpG. Pro-
ces metylacji jest przeprowadzany przy udziale enzymow przenoszacych grupy
metylowe — cytozyno-specyficznych metylotransferaz DNA (DNMTs; ang. DNA
methyltransferases). Enzymy te katalizujg reakcje przyltaczenia grup metylowych
pochodzacych od donora S-adenozylo-L-metioniny do atomu we¢gla C5 w obrebie
pierScienia pirymidynowego cytozyny. Produktami tej reakcji sg: zmetylowany
DNA i S-adenozylo-L-homocysteina. Do tej pory zidentyfikowano pi¢¢ aktywnych
izoform enzyméw (izozymoéw) z rodziny metylotransferaz DNA: DNMTI,
DNMT2, DNMT3a, DNMT3b i DNMT3L (Dean i in., 2003; Armstrong i in.,
2006; Corry i in., 2009; Xu i in., 2013). Ze wzgledu na sposéb metylacji DNA
enzymy DNMT mozna podzieli¢ na dwie grupy. Do pierwszej nalezy izoenzym
DNMT]1, ktory charakteryzuje si¢ silng preferencjag do hemimetylowanego DNA
i odpowiedzialny jest za metylacje zachowawcza, polegajaca na przylaczaniu grup
—CH; do nowo zsyntetyzowanej nici DNA w miejscach komplementarnych do
miejsc metylowanych na nici matczynej. Funkcja biokatalityczna metylotransfera-
zy DNMTI1 polega zatem na utrzymywaniu stanu metylacji podczas replikacji
DNA i powielaniu wzoréw metylacji DNA na nowo syntetyzowang ni¢ (Reik i in.,
2003a; Shi i in., 2004; Enright i in., 2003, 2005; Buganim i in., 2013). Druga grupa
metylotransferaz DNA to enzymy DNMT3a i DNMT3b, odgrywajace kluczowa
role w metylacji de novo, czyli przytaczaniu grup metylowych do dinukleotydow
CpG w zupelie nowych miejscach. Ten typ metylacji powoduje zatem zmiang
wzoru metylacji konkretnych fragmentéw genomu i wystepuje przede wszystkim
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w stosunkowo wczesnej (przed- i okoloimplantacyjnej) fazie rozwoju embrional-
nego ssakow (zarodki w stadiach moruli 1 blastocysty oraz gastrule) (Lorincz i in.,
2002; Kang i in., 2003; Shi i Wu, 2009). Z kolei izozym DNMT3L nie wykazuje
ogoblnej aktywno$ci enzymatycznej w procesach globalnej metylacji DNA, ale
dziata jako czynnik stymulujacy aktywno$¢ biokatalityczng enzymow DNMT3a
i 3b. Tworzone migdzy tymi trzema izoformami enzymow kompleksy wykazujg
wickszg zdolnos¢ wigzania DNA i S-adenozylometioniny. Ponadto metylotransfe-
raza DNMT3L jest zaangazowana w przemodelowanie konfiguracji przestrzenne;j
chromatyny jadrowej i w procesy deacetylacji histonow (Santos i in., 2002, 2003;
Shi i in., 2003a; Huan i in., 2013). Natomiast funkcja izoformy DNMT?2 nie jest do
konca wyjasniona, ale w §wietle ostatnich badan wydaje si¢, ze enzym DNMT2
jest odpowiedzialny raczej za metylacje tRNA niz DNA. Do niedawna sagdzono, ze
enzym DNMT2 jest zaangazowany w utrzymywanie wzoréw metylacji DNA, ale
z powodu wykazanej ostanio funkcji metylowania RNA uwaza sig, ze raczej pehni
on rol¢ w metylacji zachowawczej RNA (Deshmukh i in., 2011; Esteves i in.,
2011).

Metylacja DNA ma gtéwnie na celu, cho¢ nie zawsze, wyciszanie aktyw-
nosci transkrypcyjnej genow. Genom czlowieka zawiera ok. 29 tys. wysp CpG, {j.
obszarow DNA (o dtugosci ok. 1 kpz) o zwigkszonej w poréwnaniu z catym ge-
nomem zawartosci sekwencji CpG, zlokalizowanych w okoto 50-60% promotorow
genow, tj. wszystkich genow metabolizmu podstawowego 1 w okolo 40% genow
swoistych tkankowo (Renard i in., 2002; Han i in., 2003; Whitworth i Prather,
2010). Uwaza si¢, ze aktywne transkrypcyjnie geny wykazujg hipometylacj¢ pro-
motordéw, podczas gdy transkrypcyjnie nieaktywne sekwencje sa zazwyczaj zmety-
lowane. Dinukleotydy CpG znajdujace si¢ poza wyspami CpG sg rozmieszczone
przede wszystkim w obrebie sekwencji powtoérzonych lub centromerdéw i to one
zwykle ulegaja metylacji, ktora jest procesem gwarantujagcym stabilno$¢ chromo-
somalng, ochrong przed obcym DNA, czy powstrzymywanie translokacji chromo-
somowych (Shi i in., 2003b, 2004; Zhao i in., 2010a). U podstaw wyciszenia eks-
presji gendw (supresji/represji transkrypcyjnej) poprzez metylacje DNA lezg dwa
kluczowe mechanizmy: 1) blokowanie przytaczania koaktywatoréw transkrypcji,
czyli utrudnianie przez grupy metylowe dostepu czynnikow transkrypcyjnych do
regionow promotorowych genoéw oraz 2) stymulowanie przytaczania bialek efekto-
rowych MBPs (ang. methyl-CpG-binding proteins), ktore zawierajg domeny MBDs
(ang. methyl-CpG-binding domains), wigzace zmetylowane reszty cytozyny DNA
w obrebie wysp CpG (Kang i in., 2002, 2003; Reik, 2007; Diao i in., 2013). O sile
wigzania bialek MBP do okre$lonych sekwencji DNA moga decydowaé ilosc
i lokalne zageszczenie dinukleotydowych sekwencji CpG. Zahamowanie funkcji
biatek MBP znosi efekt wyciszajacy transkrypcje¢, wywolany metylacja wysp CpG.
Hamowanie transkrypcji przez procesy metylacji DNA nastepuje tez w wyniku ich
posredniego wptywu na kondensacj¢ chromatyny jadrowej, a mianowicie poprzez
interakcj¢ biatek MBP z biatkami modyfikujacymi kowalencyjnie histony i z kom-
pleksami przemodelowujacymi chromatyn¢ oraz poprzez aktywacje enzymow
z grupy deacetylaz histonowych (HDACs; ang. histone deacetylases) (Nagashima
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iin., 2007; Ding i in., 2008; Liu i in., 2004, 2012). Szczegdlnymi przyktadami
procesow metylacji DNA sg rowniez: 1) unieczynnienie jednego z alleli genu pod-
czas gametogenezy, noszgce nazwe¢ imprintingu gametycznego, czyli rodziciel-
skiego (matczynego lub ojcowskiego) pigtnowania genomowego oraz 2) inaktywa-
cja jednego z chromosoméw X w somatycznych komorkach zenskich (Eggan i in.,
2000; Wrenzycki i in., 2002; Lee i in., 2003a; Lucifero i in., 2002, 2004; Paoloni-
Giacobino i Chaillet, 2004; Jeon i in., 2008). Warto przy tym podkresli¢, ze mety-
lotransferaza DNA — DNMT3L, podobnie jak izoenzymy DNMT3a i DNMT3b,
umozliwia znakowanie grupami metylowymi de novo, z tym ze jest odpowiedzial-
na za wystgpowanie matczynego pigtnowania genomowego. W przypadku trans-
formacji nowotworowej zauwazalne sg zaburzenia homeostazy poziomu metylacji
reszt cytozyny DNA poprzez hipometylacje globalng genomu oraz hipermetylacje
specyficzng dla miejsc promotorowych gendéw supresorowych nowotworow.
Utrwalone wzorce metylacji DNA sg nie tylko konsekwencja przytaczania grup
metylowych do reszt cytozynowych, lecz takze efektem procesow demetylacji
(Mayer 1 in., 2000; Ning i in., 2013; Nashun 1 in., 2015). Te ostatnie mogg by¢
procesami zaleznymi, jak i niezaleznymi od replikacji DNA. Demetylacja DNA
zalezna od jego replikacji zwana jest rowniez demetylacja pasywna i wystepuje
wowczas, gdy izoenzym DNMT1 (ktérego aktywnos¢ biokatalityczna ulega gwat-
townemu zahamowaniu przez specyficzne/selektywne inhibitory metylotransferaz
DNMT1) nie metyluje nowo zsyntetyzowanego tancucha DNA, co prowadzi do
powstania niezmetylowanego DNA po drugim cyklu replikacyjnym. Ten rodzaj
demetylacji DNA ma miejsce w bardzo wczesnych fazach przedimplantacyjnego
rozwoju zarodkow (przypada na okres bruzdkowania zarodkow po zaplodnieniu
komorki jajowej, czyli migdzy stadium zygoty a stadium moruli) i dotyczy genomu
matczynego, a po aktywacji transkrypcyjnej — réwniez genomu zarodkowego
(Christians i in. , 1994; Esteves i in., 2011; Lagutina i in., 2010, 2011; Diao i in.,
2013). Z kolei demetylacja aktywna wysp CpG, ktora bezposrednio po zaptodnie-
niu komorki jajowej obejmuje procesy eliminacji reszt -CH; w obrebie genomu
ojcowskiego, przebiega niezaleznie od replikacji DNA i zachodzi na drodze enzy-
matycznej. Wydaje si¢, ze w warunkach niewielkiego stezenia donora grup mety-
lowych, jakim jest S-adenozylometionina, izoenzymy DNMT3a i 3b mogg funk-
cjonowaé nie tylko jako metylotransferazy DNA, ale takze jako deaminazy 5-
metylocytozyny. Deaminacja S-metylocytozyny do tyminy, a nastgpnie wolna od
btedow naprawa DNA (przywrocenie pary G:C) stanowig jeden z prawdopodob-
nych mechanizméw aktywnej demetylacji DNA w rozwoju osobniczym ssakow
(Simonsson i Gurdon, 2004; Eilertsen i in., 2007).

Metylacja DNA wywiera istotny wptyw na interakcje DNA z biatkami hi-
stonowymi rdzenia nukleosomowego, prowadzac do zmian w strukturze prze-
strzennej chromatyny oraz dostepnosci DNA dla czynnikéw 1 maszynerii tran-
skrypcyjnej. Tym samym przyczynia si¢ ona do spadku lub, niezmiernie rzadko, do
wzrostu tempa transkrypcji, w zaleznosci od tego jakie — pozytywne czy negatyw-
ne — elementy regulatorowe genoéw sa w te procesy zaangazowane. Metylacja wysp
CpG w promotorach genow jest rozpoznawana przez biatka MBPs. Biatka te za-
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wierajg na N-aminowym koncu domen¢ MBD, a w cz¢sci srodkowej domeng tran-
skrypcyjnej represji nukleosomowej — TRD (ang. transcription repression doma-
in). Po rozpoznaniu zmetylowanego DNA, biatka MBPs mogg aktywowac¢ enzymy
z rodziny deacetylaz histonow (HDACsS) i/lub korepresory transkrypcji, co prowa-
dzi do silnej kondensacji chromatyny i blokowania sekwencji promotora danego
genu, uniemozliwiajac dostep czynnikom transkrypcyjnym (Yamanaka i in., 2009;
Zhao i in., 2009, 2010a, b; Costa-Borges i in., 2010). Odkrycie biatek wigzacych
si¢ do metylowanych sekwencji CpG 1 ,,mobilizujacych” w tych regionach deacety-
lazy histonow (HDACs) mialo niebagatelne znaczenie w poznaniu roli metylacji
DNA. Co wigcej, okazato sie, ze procesy metylacji DNA i deacetylacji histondw sg
prawdopodobnie silnie powigzane w generowaniu struktury nieaktywnej tran-
skrypcyjnie chromatyny (Armstrong i in., 2006; Prather i in., 2009).

Poczatkowo uwazano, ze procesy modyfikacji DNA sg nadrzgdne w sto-
sunku do modyfikacji histondéw, ale wyniki najnowszych badan wskazuja, ze epi-
genetyczne modyfikacje histonow rowniez mogg zapoczatkowywac procesy mety-
lacji DNA (Bui i in., 2007; Reik, 2007). Tym samym w epigenetycznych mechani-
zmach regulacji ekspresji genéw niemniej wazng role od metylacji DNA odgrywa-
ja reakcje acetylacji i deacetylacji histonéw rdzenia nukleosomowego (gldwnie
histonéw H3 i H4), katalizowane przez enzymy nalezace do acetylotransferaz hi-
stonowych (HATSs; ang. histone acetyltransferases) i deacetylaz histonowych
(HDAC:s). Badania ostatnich lat wykazaty, ze acetylotransferazy histonow (HATSs)
petig funkcje koaktywatoréw transkrypcji, podczas gdy deacetylazy histonow
(HDACS) sg jej korepresorami (Lee i in., 2010; Kumar i in., 2013). W zwigzku
z tym udato si¢ potwierdzi¢ pozytywna lub negatywng korelacje miedzy kowalen-
cyjnymi modyfikacjami biatek chromosomowych (tj. acetylacja lub deacetylacja
histonow rdzeniowych) a ekspresjg genéw (Dean i in., 2003; Gonzales-Cope i in.,
2016).

Posttranslacyjne modyfikacje kowalencyjne w N-koncach ogondéw histo-
nowych takie jak: acetylacja, metylacja, ubikwitynacja, fosforylacja, biotynylacja,
sumoilacja i ADP-rybozylacja histonow odgrywaja krytyczng role w regulacji tran-
skrypcji genow. Modyfikacje biochemiczne biatek histonowych chromatyny ja-
drowej sa katalizowane i regulowane nie tylko przez swoiste enzymy, tj. acetylo-
transferazy histonowe (HATS), deacetylazy histonowe (HDACs), metylotransfera-
zy histonowe (HMTSs; ang. histone methyltransferases) i demetylazy histonowe
(HDMs; ang. histone demethylases), ale takze przez kinazy biatkowe, fosfatazy,
enzymy zwigzane z ubikwityng i biatkiem SUMO i tzw. kompleksy biatkowe be-
dace koaktywatorami transkrypcji, takie jak p300/CBP (ang. protein
300kDa/cAMP response element-binding [CREB] protein), majace aktywnos¢
acetylotransferaz histonowych (HATs). Dziatanie wszystkich wymienionych wcze-
$niej enzymow decyduje o strukturze epigenetycznego kodu histonowego, ktory
w potgczeniu z biatkami zwigzanymi z chromatyng determinuje profil ekspresji
genowej w odpowiedzi na czynniki zewngtrzne (Vignon i in., 2002; Yamanaka
iin., 2009; Smith i in., 2012). Epigenetycznie zmodyfikowane histony grupuja si¢
w dwdch kompleksach biatkowych, TrxG (ang. Trithorax group) i PcG (ang. Poly-
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comb group). Niektore z elementow sktadowych tych kompleksow wykazujg ak-
tywnos$¢ metylotransferaz histonowych (HMT), podczas gdy inne odgrywaja rolg
w utrzymywaniu rownowagi mi¢dzy heterochromatyng (biatka zwigzane z PcG)
oraz euchromatyng (biatka zwigzane z TrxG). Biatka te wigza si¢ do sekwencji
PRE, czyli specyficznych miejsc DNA reagujacych na ich sygnaly (tj. rozpoznaja-
cych domeny biatek PcG tzw. elementdw odpowiedzi; ang. Polycomb Response
Elements) lub wykazuja wysokie powinowactwo do sekwencji TRE (elementow
odpowiedzi na sygnaly biatek TrxG; ang. Trithorax Response Elements). Sekwen-
cje PRE, ktore sa odpowiedzialne za rozpoznawanie biatek PcG, oraz sekwencje
TRE, ktére sg odpowiedzialne za rozpoznawanie bialek TrxG, sa zlokalizowane
w obrebie regionow promotorowych gendéw kodujacych biatka zaangazowane
w metylacj¢ DNA, w kowalencyjne modyfikacje histonow, w ATP-zalezne prze-
modelowanie nukleosomoéw i w procesy regulatorowe z udzialem mikroRNA (An-
dreu-Vieyra i Matzuk, 2007; Rajasekhar i Begemann, 2007).

Metylacja dwoch reszt lizyny w roznych pozycjach w tym samym typie hi-
stonu, katalizowana przez metylotransferazy histonowe (HMTs) w obecnosci do-
nora grup metylowych (—~CHj;) — S-adenozylometioniny, moze dawaé efekt dwoja-
ki, zwigzany zarowno z wyciszeniem, jak i z aktywacja transkrypcyjng genow.
Przy tym nalezy podkresli¢, ze reszty lizynowe histonow mogg by¢ mono-, di- oraz
trimetylowane. Przyktadowo, mono-, di- i trimetylacja reszt lizynowych zaréwno
w pozycjach 4 i 36, ktéra zachodzi w histonie H3, zwigzana jest z utworzeniem
aktywnej transkrypcyjnie i zdekondensowanej euchromatyny. Z kolei, w przeci-
wienstwie do procesow metylacji reszt lizyny histonu H3 w pozycjach 4 i 36, pro-
cesy di- i trimetylacji reszt lizyny histonu H3 w pozycji 9 i procesy mono- i trime-
tylacji reszt lizyny histonu H3 w pozycji 27, czy tez procesy mono- i trimetylacji
reszt lizyny w pozycji 20 w histonie H4, skutkuja represjg transkrypcyjng i silng
kondensacja chromatyny jadrowej, a wigc powstaniem zamknigtej struktury hete-
rochromatyny (Fournier i in., 2002; Armstrong i in., 2006; Smith i in., 2012). Pro-
cesy pojedynczej i podwojnej metylacji moga dotyczy¢ takze reszt argininy histo-
néw H3 i H4, ale wplyw tych modyfikacji epigenetycznych na strukturg chromaty-
ny nie jest dobrze poznany (Bui i in., 2007; Rodriguez-Osorio i in., 2012). Wzor
metylacji histonéw rdzeniowych chromatyny jest bardzo stabilny i utrzymuje si¢
przez kolejne podzialy komorkowe dzigki aktywnosci metylotransferazy histono-
wej (HMT), przenoszacej grupe metylowa z S-adenozylometioniny na reszte lizyny
lub argininy. Enzym ten metyluje de novo syntetyzowane histony, gdy w ich pobli-
7zu znajdujg si¢ juz zmetylowane histony (Kourmouli i in., 2004; Fisher i Fisher,
2011). Zmetylowane reszty sg miejscem rekrutacji roznych biatek, w tym bialka
HP1 (ang. heterochromatin protein 1), utrzymujacego stan chromatyny nieaktyw-
nej transkrypcyjnie czy biatek z rodziny ING (ang. inhibitor of growth family),
ktére uznawane sg za geny supresorowe transformacji nowotworowej (Bonk 1 in.,
2007; Deshmukh i in., 2011; Buganim i in., 2013).

Pomimo niezwykle wysokiej stabilno$ci epigenetycznych modyfikacji me-
tylujacych histony rdzenia nukleosomowego chromatyny jadrowej (gtownie H3
1 H4) odkryto enzymy speiniajace funkcje demetylujace reszty lizyny i argininy
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w tych histonach, ktore naleza do rodziny demetylaz histonowych (HDMs) (Corry
iin., 2009; Narbonne i in., 2012). Z kolei z aktywacja transkrypcyjng genomu wig-
ze si¢ fosforylacja reszt seryny i treoniny histonéw rdzeniowych, przypuszczalnie
dzieki odpychaniu si¢ ujemnego tadunku fosfohistonow i DNA. Takie oddziatywa-
nie dekondensuje chromatyng i utatwia dostep czynnikéw transkrypcyjnych do
regionow promotorowych gendéw (Prather i in., 2009; Kungulovski i Jeltsch, 2016).
Ubikwitynacja, poza rozluznianiem struktury chromatyny i utatwianiem transkryp-
cji, stanowi tez warunek nastgpujacej po niej metylacji histonéw rdzeniowych
(Sarmento 1 in., 2004; Seki i in., 2005). Dokladna funkcja tych dwoch ostatnich
modyfikacji nie jest blizej poznana, podobnie jak najstabiej poznanego procesu
modyfikacji posttranskrypcyjnych biatek histonowych — sumoilacji (Shi i Wu,
2009; Fisher i Fisher, 2011). Z aktywacja transkrypcyjng genomu zwigzany jest
rowniez proces acetylacji histonéw rdzenia nukleosomowego chromatyny jadro-
wej. Modyfikacja ta polega na neutralizujgcym dodatni fadunek acetylowaniu reszt
lizynowych w N-koncowych domenach histonéw, przez co ostabieniu ulega powi-
nowactwo biatka histonowego i DNA oraz rozluznia si¢ struktura chromatyny
(Kim 1 in., 2002; Jouneau i Renard, 2003; Nashun i in., 2015). Umozliwia to przy-
faczanie czynnikow transkrypcyjnych do wybranych sekwencji DNA, inicjacj¢
transkrypcji oraz zaburzenie zwijania N-koncow histonu, co blokuje kondesacje
chromatyny oraz indukuje jej dekondensacje (Vignon i in., 2002; Mason 1 in.,
2012). Acetylacja jest procesem odwracalnym i katalizowanym przez enzym acety-
lotransferazg histonow (HAT) przy udziale donora grup acetylowych (—COCHs;),
jakim jest acetylo-CoA. Odwrotny do acetylacji proces deacetylacji reszt lizyny
histonow chromatyny jadrowej jest rezultatem dziatania deacetylaz histonowych
(HDAC:S), ktore usuwajg grupy acetylowe z reszt lizynowych w N-koncach ogo-
néw histonowych (Rybouchkin i in., 2006; Gonzales-Cope i in., 2016).

Nalezy podkresli¢, ze procesy zachodzgce w ramach zmian epigenetycz-
nych nie sg efektywne jako procesy pojedyncze. Biatka MBP przytaczone do mety-
lowanego DNA tworza kompleksy z enzymami HDACs i ten etap dopiero prowa-
dzi do kondensacji chromatyny (heterochromatynizacji) i transkrypcyjnego wyci-
szania genow. Bialka modyfikujace histony, takie jak: HP1, LSDI1 (ang. lysine-
specific demethylase 1), czy PRMTI1 (ang. protein arginine methyltransferase 1)
przyczyniajg si¢ do nasilenia aktywnoS$ci biokatalitycznej metylotransferaz DNA
(DNMTs), odpowiedzialnych za procesy metylacji DNA. Kowalencyjne modyfi-
kacje histonow oraz procesy metylacji DNA sg zatem zjawiskami wspotzaleznymi,
mogacymi si¢ wzajemnie indukowac. Wczesniejszy poglad, ze metylacja DNA jest
pierwotna wzgledem modyfikacji biochemicznych histonéw, zweryfikowano
w ostatnich latach. Okazato si¢ bowiem, ze deacetylacja i hipermetylacja reszt
lizyny w biatkach histonowych zachodzg przed metylacja reszt cytozyny DNA,
jednoczes$nie warunkujgc ten proces (Nagashima i in., 2007; Ning i in., 2013).

Podsumowujac, modyfikacje epigenomowe prowadza lgcznie do zmian
w stopniu ekspresji poszczegdlnych genow. Zmiany w aktywnosci transkrypcyjne;j
genéw odbywajg si¢ na skutek represji/supresji nukleosomowej (tj. wyciszenia
ekspresji gendw; ang. gene silencing), indukowanej: 1) hipermetylacja DNA i reszt
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lizyny histonow; 2) demetylacja reszt argininy histonow i 3) hipoacetylacjg reszt
lizyny histonow chromatyny jadrowej. Moga one takze odbywac si¢ na skutek
stymulacji aktywnos$ci transkrypcyjnej genéw (tj. wzmocnienia ekspresji genow;
ang. gene expression enhancing), ktorej towarzyszy: 1) demetylacja reszt cytozyny
DNA i reszt lizyny histonow; 2) hipermetylacja reszt argininowych histonow i 3)
hiperacetylacja reszt lizyny histonow H3 i H4 (Santos i in., 2002, 2003; Armstrong
1in., 2006; Buganim i in., 2013).

1.4. Struktura, funkcje oraz dziedziczenie kodu epigenetycznego na poziomie
DNA jgdrowego i na poziomie chromatyny jgdrowej

Calkowity wzorzec oraz poziom stabilno$ci modyfikacji epigenetycznych
genomu jadrowego oraz biatek histonowych chromatyny jadrowej (epigenom) lezg
u podstaw tzw. pamieci epigenetycznej komorki o $cisle okreslonym (tkankowo-
specyficznym) wzorcu ekspresji gendw, ktory z kolei determinuje stopien zrozni-
cowania komorkowego. Profil pamigci epigenetycznej komorki jest informacija
precyzyjnie zaszyfrowang w postaci kodu epigenetycznego, ktorego sekwencje sg
zgrupowane, zaprogramowane i odczytywane w sposob ztozony, tj. na poziomie
dwodch podstawowych uktadow strukturalno-funkcjonalnych: 1) epigenomowego
kodu metylujagcego DNA (metylomu) oraz 2) epigenomowego kodu histonowego
chromatyny (epigenomu histonowego). Profil pamigci epigenetycznej zalezy zatem
z jednej strony od czgstotliwosci metylacji DNA i histonéw oraz stopnia acetylacji
biatek histonowych, a z drugiej — od pozytywnych lub negatywnych korelacji mig-
dzy tymi dwoma rodzajami modyfikacji kowalencyjnych genomu, a takze od sto-
sunku ilosciowego globalnych lub sekwencyjnie-specyficznych miejsc metylacji
DNA do miejsc metylacji i deacetylacji histondw lub jego odwrotnosci, tj. miejsc
demetylacji DNA do miejsc demetylacji i acetylacji histonow (Reik i in., 2003b;
Whitworth i Prather, 2010; Wen i in., 2014).

Informacja zaprogramowana w kodzie epigenetycznym, uwarunkowanym
przez sekwencje kowalencyjnych modyfikacji DNA i bialek chromatyny jadrowe;,
jest dziedziczna, podobnie jak informacja zapisana w kodzie genetycznym, uwa-
runkowanym przez sekwencje nukleotydow DNA. Wysoka odziedziczalnosé
utrwalonego profilu pamigci epigenetycznej komorek o ich wzorcu ekspresji ge-
néw jest potwierdzeniem wysokiej miedzypokoleniowej stabilnosci kodu epigene-
tycznego w komorkach linii rodzicielskiej oraz w komorkach linii potomnych.
Z kolei zaburzenia w dziedziczeniu pamigci epigenetycznej prowadza czesto do
utrwalenia blgdnych rearanzacji (tzw. epimutacji) we wzorcach kowalencyjnych
modyfikacji DNA i chromatyny jadrowej w kolejnych generacjach komorek. Zabu-
rzenia w dziedziczeniu kodu epigenetycznego majg miejsce gldwnie w wyniku
nieprawidlowego lub niepetlnego przeprogramowania aktywnos$ci transkrypcyjnej
genomu jadrowego w komoérkach rozwijajacych si¢ zarodkow. Sa one bezposred-
nig przyczyng akumulowania epimutacji w kolejnych sekwencjach kowalencyj-
nych modyfikacji DNA i chromatyny jadrowej w liniach potomnych komoérek za-
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rodkowych (Yamazaki i in., 2003; Wee i in., 2007; Yang i in., 2007; Wang i in.,
2011a).

1.5. Czynniki oraz mechanizmy warunkujqce epigenetyczne przemodelowanie
matczynej i ojcowskiej chromatyny jgdrowej przed i po aktywacji zarodkowego
programu rozwojowego oocytu

Wstepny etap przeprogramowania aktywnos$ci transkrypcyjnej genomow
rodzicielskich w oocytach znajdujgcych si¢ w stadium metafazy Il podziatu mejo-
tycznego (MII) oraz w 1-blastomerowych zarodkach (zygotach) ssakoéw stanowi
strukturalne (architektoniczne) i epigenetyczne przemodelowanie chromatyny ja-
drowej (ryc. 2, 3). Obejmuje ono wszystkie zmiany konformacyjne i biochemiczne,
jakim podlega zenska (matczyna) i meska (ojcowska) chromatyna jadrowa w wy-
niku zaptodnienia dojrzatego mejotycznie oocytu w stadium MII przez plemnik
(Fissore i in., 1999; Novak i in., 2004; Santos i Dean, 2004; Eilertsen i in., 2007).
Te zmiany strukturalno-funkcjonalne prowadza w nastgpstwie aktywacji zaptod-
nionych oocytow (zygot) do powstania interfazowych jader komoérkowych (przed-
jadrzy). Mechanizm epigenetycznego przemodelowania matczynej/oocytarnej
i ojcowskiej/plemnikowej chromatyny jadrowej jest zwigzany z intensywnymi
modyfikacjami kowalencyjnymi reszt lizyny i argininy bialek histonowych rdzenia
nukleosomowego (gldwnie histonow H3 i H4) (Reik i in., 2003a, b; Deshmukh
iin., 2011).

Przed aktywacjg programu rozwojowego oocytu MII w nastepstwie za-
ptodnienia Zenska i meska chromatyna jadrowa podlegajg oddziatywaniu obecnych
w ooplazmie biatkowych czynnikdéw regulujacych epigenetycznie poziom aktyw-
nosci transkrypcyjnej genomu matczynego i ojcowskiego (ryc. 2) (Santos i in.,
2002; Sarmento i in., 2004; Esteves i in., 2011). Do czynnikéw tych naleza:

1) metylotransferazy (metylazy) DNA — DNMTs (m.in. specyficzny dla

oocytow izoenzym DNMT 10);

2) biatka wigzgce si¢ ze zmetylowanymi dinukleotydami (wyspami) CpG —

MBPs;

3) inhibitory acetylotransferaz (acetylaz) histonow H3 i H4 — iHATS;

4) deacetylazy histonéw — HDACs;

5) metylotransferazy (metylazy) histonow — HMTs;

6) inhibitory demetylaz (deiminaz) reszt lizyny histonow — iHDMs.

W wyniku oddziatywania tych czynnikOw majg miejsce zaawansowane
procesy metylacji/deacetylacji reszt lizyny histonow H3 i H4 oraz procesy demety-
lacji reszt argininy tych histonéw (Kourmouli i in., 2004; Liu i in., 2004). Nalezy
podkresli¢é, ze deacetylacja histonow jest pozytywnie skorelowana z metylacjg
DNA 1 metylacjg reszt lizyny histonow (Dean i in., 2003; Shi i Wu, 2009). Efektem
tych procesow jest zarowno kondensacja zenskiej i meskiej chromatyny jadrowej,
czyli heterochromatynizacja genomu matczynego i ojcowskiego, jak i represja
transkrypcyjna genomow rodzicielskich (ryc. 2).
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Przed aktywacja programu rozwojowego
ooc%fu:

1) Metylotransferazy (metylazy) DNA
- DNMT (izoenzym DNMT10)
2) Biatka wigzace sie ze zmetylowanymi

dinukleotydami (wyspami) CpG

- MeCP (MBP)

3) Inhibitory acetylotransferaz (acetylaz)
histonow H3/H4 - iHAT

4) Deacetylazy histonéw -HDAC

5) Metylotransferazy (metylazy) histonow

-HMT
6) Inhibitory demetylaz (deiminaz)
histonéw -iHDM

(| Deacetylacia histonowjest K
. ; endensacja chromatyny
0z nie skorelowana z metylacja :‘|> jadrowej i represja transkrypeyjna
NA i metylacja histonow! . genomu matczynego i ojcowskiego

Ryc. 2. Wstepny etap przeprogramowania aktywnosci transkrypcyjnej genomu jadrowego
w cytoplazmie oocytu ssaka — strukturalne i epigenetyczne przemodelowanie zenskiej
i meskiej chromatyny przed aktywacja zarodkowego programu rozwojowego

Z kolei po aktywacji programu rozwojowego monospermicznie zaptodnio-
nego oocytu MII na zenska i meskg chromatyng jadrowa oddziatlujg antagonistycz-
ne do wspomnianych wczesniej ooplazmatyczne i nukleoplazmatyczne czynniki
kontrolujace aktywno$¢ transkrypcyjng genomow rodzicielskich (ryc. 3) (Vignon
iin., 2002; Wrenzycki i Niemann, 2003; Nashun i in., 2015). Wérdd tych czynni-
kéw niezwykle istotng role odgrywaja:

1) inhibitory metylotransferaz (metylaz) DNA — iDNMTs;

2) inhibitory biatek wigzacych si¢ ze zmetylowanymi dinukleotydami CpG

—iMBPs;

3) acetylotransferazy (acetylazy) histonow H3 i H4 — HATS;

4) inhibitory deacetylaz histonéw — iHDAC:s;

5) inhibitory metylotransferaz (metylaz) histonow — iHMTs;

6) demetylazy (deiminazy) reszt lizyny histonéw — HDMs;
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7) ztozone kompleksy biatkowe o aktywnosci ATPaz, odpowiedzialne za
architektoniczne przemodelowanie chromatyny jadrowej — ChRs (ang.
chromatin remodelers).

W wyniku oddziatywania tych czynnikéw zachodzg takie procesy jak: de-
metylacja/acetylacja reszt lizyny oraz metylacja reszt argininy biatek histonowych
(Liu i in., 2004; Corry i in., 2009; Gonzales-Cope i in., 2016). W tym przypadku
nalezy podkresli¢, ze acetylacja histondw jest pozytywnie skorelowana z demetyla-
cja DNA i demetylacja reszt lizyny histonéw (Mayer i in., 2000; Niemann i in.,
2002; Bui i in., 2007; Ning i in., 2013). Procesom tym towarzyszy: 1) dekondensa-
cja chromatyny matczynej i plemnikowej, tj. euchromatynizacja zenskiego i mg-
skiego genomu jadrowego, a nastgpnie — po odtworzeniu otoczek jadrowych — 2)
uformowanie interfazowych jader zygoty (mniejszego przedjadrza zenskiego
i wickszego przedjadrza meskiego) oraz 3) aktywacja transkrypcyjna genomow
rodzicielskich (ryc. 3).

programu rozwojowego
oocytu:

1) Inhibitory metylotransferaz (metylaz)
DNA -iDNMT

2) Inhibitory bialek wiazacych sie ze
zmetylowanymi dinukleotydami
(wyspami) CpG — iMeCP (IMBP)

3) Acetylotransferazy (acetvlazy)
histonow H3/H4 - HAT

4) Inhibitory deacetylaz histonow - iHDAC
5) Inhibitory metylotransferaz (metylaz)
histonow - iHMT

6) Demetylazy (deiminazy) histonow

- HDM

7) Ztozone kompleksy biatkowe o
aktywnosci ATPaz, odpowiedzialne za
architektoniczne przemodelowanie
chromatyny jadrowej - ChR

(| Acetylacja histonow jest

pozytywnie skorelowana z

demetylacja DNA i demetylacja
histonow!

Ryc. 3. Wstepny etap przeprogramowania aktywnosci transkrypcyjnej genomu jadrowego
w cytoplazmie oocytu i zygoty ssaka — strukturalne i epigenetyczne przemodelowanie zen-
skiej i meskiej chromatyny po aktywacji zarodkowego programu rozwojowego
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1.6. Mechanizmy determinujgce przeprogramowanie pamieci epigenetycznej
genomu jgdrowego w rogwoju zarodkowym

Przeprogramowanie aktywnosci transkrypcyjnej DNA jadrowego pocho-
dzenia oocytarnego/matczynego i plemnikowego/ojcowskiego (ryc. 4) dotyczy
dwustopniowo przebiegajacych, nie tylko w cytoplazmie zaptodnionych oocytow,
lecz takze w przed- i poimplantacyjnej fazie rozwoju zarodkow, zmian bioche-
micznych w obrebie informacji zapisanej w postaci kodu epigenetycznego na po-
ziomie metylacji DNA (tzw. metylomu) oraz na poziomie epigenomu histonowego
chromatyny jadrowej (Kang i in., 2002; Cezar i in., 2003; Armstrong i in., 2006;
Buganim i in., 2013).

W pierwszym etapie proces epigenetycznego przeprogramowania rodzi-
cielskich genoméw jadrowych obejmuje dwucykliczng falg intensywnej demetyla-
cji aktywnej (niezaleznej od replikacji) w obrgbie reszt cytozyny DNA ojcowskie-
go i demetylacji pasywnej (zaleznej od replikacji) w obrebie reszt cytozyny DNA
matczynego, ktorym towarzyszy hiperacetylacja i demetylacja reszt lizyny histo-
néw (glownie H3 oraz H4) oraz metylacja reszt argininy histonow H3 i H4. Po-
czatkowa faza (I cykl) tych kowalencyjnych modyfikacji DNA oraz biatek histo-
nowych meskiej i zenskiej chromatyny jadrowej zachodzi migedzy stadium zygoty
a stadium rozwojowym zarodka, w ktorym ma miejsce inicjacja aktywnosci tran-
skrypcyjnej genomu zarodkowego, czyli przejscie z matczynej do zarodkowej kon-
troli nad ekspresja genéw niezbgdnych do dalszego rozwoju (Allegrucci i in., 2005;
Bonk i in., 2007, 2008; Corry i in., 2009). Moment aktywacji transkrypcyjnej ge-
nomu zarodkowego u roznych gatunkéw ssakow wystepuje w innych okresach
przedimplantacyjnej fazy embriogenezy, np. u myszy — we wczesnym stadium 2-
komoérkowym, u $wini, szczura i ssakow z rzedu naczelnych (w tym cztowieka) —
w pdznym stadium 4-blastomerowym, natomiast u krolika i przezuwaczy (bydto,
owce, kozy) — w stadiach 8—16-blastomerowych. Koncowa faza (II cykl) demetyla-
cji reszt cytozyny DNA, a takze acetylacji i demetylacji reszt lizyny oraz metylacji
reszt argininy biatek histonowych ma z kolei miejsce migdzy stadium rozwojowym
przypadajacym na okres po aktywacji transkrypcyjnej genomu zarodkowego
a stadiami moruli i blastocysty (Christians i in., 1994; Beaujean i in., 2004; Shi
iin., 2004; Lagutina i in., 2010, 2011).

Drugi etap epigenetycznie uwarunkowanego przeprogramowania aktywno-
sci transkrypcyjnej DNA genomowego rozpoczyna si¢ z chwilg osiagnigcia przez
rozwijajacy si¢ zarodek stadium po6znej blastocysty ulegajacej procesowi gastrula-
cji. Cecha charakterystyczng dla przebiegu tego etapu epigenomowej rearanzacji
genomu jadrowego jest gwattownie postepujaca fala metylacji de novo reszt cyto-
zyny DNA w komoérkach wezta zarodkowego (embrioblastu/ICM; ang. inner cell
mass), roznicujgcych si¢ nastepnie w komorki epiblastu (ektodermy pierwotnej)
oraz hipoblastu (endodermy pierwotnej). Ponadto nalezy wyszczeg6lnié istnienie
mechanizmu dodatniego sprz¢zenia zwrotnego miedzy procesami remetylacji DNA
a procesami deacetylacji i metylacji de novo reszt lizyny oraz demetylacji de novo
reszt argininy histonow rdzenia nukleosomowego. W komorkach linii somatycznej
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(somatogenicznej), wywodzacych si¢ z wyspecjalizowanych komoérek wezta za-
rodkowego zasiedlajacych epiblast i hipoblast, ma miejsce ilo§ciowe przywrocenie
globalnych modyfikacji epigenetycznych w formie remetylacji reszt cytozyny
w obrebie dinukleotydow CpG. Niemniej jednak w tym ostatnim przypadku jest
ustalany zupelnie nowy kod epigenetyczny w wyniku tkankowo-specyficznego
roznicowania komorek. Natomiast w komoérkach pozazarodkowych, pochodzacych
z linii komoérek trofoektodermalnych, jest utrzymywany stan hipometylacji genomu
jadrowego (Yang i in., 2007; Shi i Wu, 2009; Yamanaka i in., 2009; Buganim i in.,
2013).

Ryc. 4. Schemat epigenetycznego przemodelowania i przeprogramowania genomu jadro-
wego w przedimplantacyjnym rozwoju zarodkéw myszy. Objasnienia skrotow: ICM —
wezel zarodkowy/embrioblast (ang. inner cell mass); PE — endoderma pierwotna/hipoblast
(ang. primitive endoderm); TE — trofoektoderma/trofoblast (ang. trophectoderm)

1.7. Zaburzenia w epigenetycznym przemodelowaniu i przeprogramowaniu ge-
nomu jgdrowego zarodkow

Bledne rearanzacje zachodzace w epigenetycznym przemodelowaniu
1 przeprogramowaniu genomu jagdrowego zarodkow (tzw. epimutacje) prowadza do
nieprawidlowych zmian we wzorcach ekspresji genow odpowiedzialnych za regu-
lacje rozwoju zarodkowego (Mann i Bartolomei, 2002; Mann i in., 2003; Fernan-
dez-Gonzales i in., 2004; Kim i in., 2004; Bonk i in., 2008). Rezultatem nadmierne;j
demetylacji reszt cytozyny genomowego DNA, ktorej towarzyszy stan hipometyla-
cji 1 hiperacetylacji histonéw rdzenia nukleosomowego chromatyny jadrowe;j, jest
nadekspresja tych genéow (Inoue i in., 2002; Lee i in., 2003a; Ogawa i in., 2003;
Young i in., 2003; Mann i in., 2004; Paoloni-Giacobino i Chaillet, 2004; Deshmu-
kh i in., 2011; Narbonne i in., 2012). Z kolei nadmierna metylacja reszt cytozyny
DNA, ktora przyczynia si¢ do utrwalenia stanu hipermetylacji i hipoacetylacji hi-
stonow rdzenia nukleosomowego chromatyny, powoduje wyciszenie aktywnos$ci
transkrypcyjnej genéw kontrolujacych embriogenezg (Kang i in., 2002; Lorincz
11in., 2002; Bortvin i in., 2003; Cezar i in., 2003; Park i in., 2004a; Pfister-Genskow
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i1in., 2005; Wee i in., 2007; Bonk i in., 2007, 2008; Matoba i in., 2014). Mutacje
epigenetyczne, ktore sg czesto obserwowane w rozwoju zarodkoéw i ptodow uzy-
skiwanych na drodze technologii wspomaganego rozrodu zwierzat (klonowanie
somatyczne, zaptodnienie in vitro), skutkujag wieloma negatywnymi konsekwen-
cjami (De Sousa i in., 2001; Chavatte-Palmer i in., 2002; Hill i in., 2002; Koo i in.,
2002; Niemann i in., 2002; Young i in., 2003; Fernandez-Gonzales i in., 2004; Shi
iin., 2004; Park i in., 2005; Smith i in., 2012). Wsrod najpowazniejszych skutkow
epimutacji nalezy wymienic:

1) niski przed- i poimplantacyjny potencjat rozwojowy zarodkow;

2) stabg jakos¢ przedimplantacyjnych zarodkow;

3) zaburzenia proces6w implantacji blastocyst w endometrium macicy

i procesOw powstawania tozyska (placentacji) oraz liczne wady anatomo-

histologiczne tozyska;

4) wysoka $miertelno$¢ zarodkdéw i plodow w okresie okotoimplantacyj-

nym oraz okolourodzeniowym,;

5) wysoki odsetek poronien (resorpcji ptodow) w I trymestrze cigzy;

6) transformacje¢ nowotworowa komorek w zarodkach i ptodach;

7) zaburzenia w procesach roznicowania komoérek w ramach ich tkankowo-

i organospecyficznej specjalizacji w czasie histo- i organogenezy;

8) wady rozwojowe ptoddw i potomstwa, wynikajace z letalnych lub suble-

talnych efektow anatomo- i histopatologicznych w obrebie rdéznych narza-

dow wewnetrznych;

9) ujawnienie si¢ fenotypowych cech charakterystycznych dla syndroméw

nadmiernej masy okolourodzeniowej potomstwa (ang. Large Offspring

Syndrome; LOS) oraz przerostu (hiperplazji i hipertrofii komorek) tozyska

(ang. Large Placenta Syndrome; LPS);

10) brak spontanicznych porodow.

1.8. Sztuczna transformacja/modulacja profilu pamieci epigenetycznej genomu
Jjadrowego zarodkow oraz zastosowanie praktyczne sztucznej modulacji epigene-
tycznej komorek

Czynnikiem determinujgcym nie tylko przed- i poimplantacyjny potencjat
rozwojowy, lecz takze jako$¢ zarodkow jest stopien zaawansowania epigenetycz-
nych modyfikacji ich genomu jadrowego. Obnizenie aktywnosci transkrypcyjnej
DNA genomowego moze by¢ spowodowane gwattownym wzrostem czestotliwosci
takich zmian w pamigci epigenetycznej komorek zarodkowych (blastomerow) jak:
1) procesy metylacji reszt cytozyny DNA oraz 2) procesy deacetylacji reszt lizyny
histonow rdzenia nukleosomowego chromatyny jadrowej (Bonk i in., 2007, 2008;
Yamanaka i in., 2009; Whitworth i1 Prather, 2010; Deshmukh i in., 2011). Jednakze
te szkodliwe dla funkcji fizjologicznych i przezywalnosci blastomerow transforma-
cje biochemiczne genomu jadrowego mozna zahamowaé, a nawet odwroci¢ ich
przebieg w kierunku wzrostu nat¢zenia ekspresji genéw, korzystnego dla aktywno-
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$ci metabolicznej i proliferacyjnej komoérek zarodkowych. Jednym ze sposobow
odwrocenia zaawansowanych zmian we wzorcu kowalencyjnych modyfikacji epi-
genetycznych, ktore obejmujg gwaltowng metylacjc DNA lub spadek poziomu
acetylacji biatek histonowych, wydaje si¢ by¢ ekspozycja oocytow i/lub zarodkow
na dzialanie syntetycznych analogéw endogennych zwigzkow odwracalnie hamu-
jacych aktywno$¢ metylotransferaz DNA (inhibitory DNMT) oraz deacetylaz hi-
stonow (inhibitory HDAC) (Li i in., 2008; Cervera i in., 2009; Zhao i in., 2010a;
Wang i in. 2011a, b; Song i in., 2014).

Do grupy inhibitorow DNMT naleza:

1) 5-aza-2’-deoksycytydyna (decytabina; 5-aza-dC) (Enright i in., 2005; Ding i in.,
2008; Huan i in., 2013; Ning i in., 2013);

2) zebularyna (nukleozydowy analog cytydyny) (Diao i in., 2013; Xiong i in.,
2013);

3) S-adenozylohomocysteina (SAH) (Jeon i in., 2008).

Z kolei druga grupa egzogennych modulatoréw epigenetycznych z rodziny
inhibitorow HDAC obejmuje:

1) trichostatyng A (N-arylowa/N-fenylowa pochodna kwasu hydroksamowego;
TSA) (Wee iin., 2007; Li i in., 2008; Lee i in., 2010b; Bo 1 in., 2011; Samiec i in.,
2015);

2) skryptaid (hydroksyamid kwasu 6-(1,3-dioksy-1H,3H-benzo[de]izokwinolin-2-
ylo)-heksanowego) (Van Thuan i in., 2009; Zhao i in., 2009, 2010b; Xu i in., 2013;
Weniin., 2014);

3) kwas walproinowy (kwas 2-propylopentanowy/kwas 2-propylowalerianowy;
VPA) Iub walproinian sodu (2-propylopentanian sodu/2-propylowalerian sodu;
SV) (Costa-Borges i in., 2010; Kim i in., 2011; Sangalli i in., 2014);

4) oksamflatyne (aromatyczna/N-fenylowa pochodna sulfonoamidu kwasu hydrok-
samowego) (Suiin., 2011; Park i in., 2012);

5) butanian sodu (maslan sodu; NaBu) (Das i in., 2010; Liu i in., 2012; Kumar i in.,
2013);

6) bishydroksyamid kwasu m-karboksycynaminowego (CBHA) (Dai i in., 2010;
Song i in., 2014).

Wyniki licznych badan wskazujg, ze zastosowanie inhibitorow DNMT
i/lub inhibitorow HDAC do sztucznej transformacji profilu pamigci epigenetycznej
genomu jadrowego hodowanych in vitro oocytow i zarodkoéw roznych gatunkow
ssakow (ryc. 5) wywiera pozytywny wplyw na ztozone procesy przeprogramowa-
nia aktywnosci transkrypcyjnej genow. Ten korzystny wplyw przejawia si¢
W przywroceniu scenariusza prawidtowego 1 pelnego przeprogramowania pamigci
epigenetycznej jader komoérkowych w rozwijajacych si¢ zarodkach i ptodach oraz
w przywroceniu prawidtowego wzorca ekspresji genow w ich komorkach poprzez
zwigkszenie czestotliwosci pasywnej i aktywnej demetylacji reszt cytozyny DNA
oraz ostabienie natgzenia deacetylacji (tj. wzmozong hiperacetylacj¢) reszt lizyny
histonéw chromatyny jadrowej (Wu i in., 2008; Martinez-Diaz i in., 2010; Wang
iin., 2011a; Song i in., 2014). Posrednim wskaznikiem wiasciwego przebiegu pro-
cesu epigenetycznego przeprogramowania aktywnosci transkrypcyjnej DNA ge-
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nomowego w transformowanych/modulowanych epigenetycznie zarodkach, ktore
uzyskano na drodze technologii wspomaganego rozrodu zwierzat (ARTs; ang.
assisted reproductive technologies) takich jak: klonowanie somatyczne (SCNT;
ang. somatic cell nuclear transfer), standardowe zaptodnienie in vitro (IVF; ang. in
vitro fertilization) 1 mikrochirurgiczne zaptodnienie in vitro technika docytopla-
zmatycznej iniekcji plemnika (ICSI; ang. intracytoplasmic sperm injection), jest
ich wysoki przed- i poimplantacyjny potencjal rozwojowy oraz poprawa ich jako-
sci morfologicznej i cytobiochemicznej (Wee i in., 2007; Yang i in., 2007; Shi
i Wu, 2009; Diao i in., 2013).

Oocyt MII uzyskany w ) , » Hodowane in vitro
wyniku dojrzewania *s . «* komérki somatyczne
in vitro - biorca jadra - 0. « - dawcyjader
komorki somatycznej

Iniekcja komérki do Doooplazmatyczna iniekcja
przestrzeni karioplastu

okolozottkowej ff lub calej komorki somatycznej

Elektrofuzja
i sztuczna Zrekonstruowany i
aktywacja aktywowany

Hodowla
in vitro

Blastocysta >

klonalna Transfer zarodkow
do samic-biorczyn

Potomstwo
klonalne

Ryc. 5. Modulacja profilu pamigci epigenetycznej genomu jadrowego zarodkow kozy
domowej uzyskiwanych na drodze klonowania somatycznego

Obecnie sztuczna modulacja epigenetyczna komorek znajduje takze prak-
tyczne zastosowanie w nowoczesnych terapiach antynowotworowych (tzw. epite-
rapiach) (Galetzka i in., 2012; Hitchins, 2015; Roos i in., 2014, 2016). Z jednej
strony celem onkologicznych epiterapii nowej generacji jest wykorzystanie egzo-
gennych modulatorow/modyfikatorow epigenetycznych, albo z grupy niespecy-
ficznych badz specyficznych inhibitorow DNMT i/lub HDAC, albo z grupy ekto-
powych acetylotransferaz (acetylaz) histonow (HATSs) i/lub demetylaz reszt lizyny
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histonéw H3 oraz H4 (HDMs), do wywotania stosunkowo szybkiej i skutecznej
inaktywacji kaskady patogenetycznych procesow wewngtrzkomorkowej kancero-
genezy (karcynogenezy) (Huang i Wen, 2015; Jankowska i in., 2015; Maes i in.,
2015; Riedel i in., 2015). Z drugiej za$ strony celem tych nowatorskich metod epi-
genetycznie uwarunkowanej chemioterapii przeciwnowotworowej jest inicjowanie
procesOw nieodwracalnego unicestwiania, tj. starzenia si¢ i mortalizacji (usmiertel-
nienia) komoérek neoplastycznych (nowotworowych) poprzez uaktywnienie anty-
mitogennego/cytostatycznego profilu oddziatywania S$ciezek epigenomowo-
zaleznej supresji zlosliwej transformacji onkogennej komorek (Kratz i in., 2014;
Jiaiin., 2016; Kamdar i in., 2016; Benevolenskaya i in., 2016).

Wyzej wymienione strategie epigenetycznej terapii onkolologicznej sg co-
raz czeSciej stosowane w badaniach przedklinicznych i w probach klinicznych
zwigzanych z opracowaniem i optymalizacjg leczenia:

1) rakéw pochodzenia zarodkowego (potworniaki i rozrodczaki jajnika, nasieniaki
jader, kosmowczaki, rdzeniaki zarodkowe);

2) nowotworoéw hematologicznych (ostra biataczka szpikowa, przewlekta biataczka
limfocytowa, zespoly mielodysplastyczne, chtoniaki);

3) nowotworow jelita grubego (okreznicy), prostaty i piersi.

Ponadto aplikacyjne mozliwoséci sztucznej transformacji epigenetycznej
komorek przy uzyciu ektopowych inhibitoréw DNMT i/lub HDAC badz acetylaz
i/lub demetylaz reszt lizyny biatek histonowych (HATs i/lub HDMs) zostaty
zwigkszone poprzez ich wykorzystanie w nowoczesnych metodach epiterapeutycz-
nych, stosowanych nie tylko w przypadku zdiagnozowania u pacjentow chorob
neurodegeneracyjnych, lecz rowniez w przypadku identyfikacji u nich konkretnych
jednostek chorobowych, ktore sg ujete w aktualnych klasyfikacjach psychiatrycz-
nych (Best i Carey, 2010; Qureshi i Mehler, 2011; Shimamura i in., 2011; Ai i in.,
2012; Brunet i Berger, 2014; Lee i Sachdev, 2014; Tremolizzo i in., 2014; Maes
iin., 2015).

Te nowatorskie metody terapii epigenetycznej sg bowiem ukierunkowane
na proby przedkliniczne oraz praktyke kliniczng, optymalizujacg strategie leczenia
takich choréb neurodegeneracyjnych jak:

1) choroba Alzheimera;

2) choroba Parkinsona;

3) choroba Huntingtona (plgsawica Huntingtona);

4) stwardnienie rozsiane (lac. sclerosis multiplex — SM; ang. multiple sclerosis —
MS);

5) stwardnienie zanikowe boczne (choroba Charcota, choroba Lou Gehriga,
choroba neuronu ruchowego; tac. sclerosis lateralis amyotrophica — SLA; ang.
amyotrophic lateral sclerosis — ALS) (Gray i Dangond, 2006; Cacabelos
i Torrellas, 2014; Devall i in., 2014; Wang i in., 2014; Bennett i in., 2015; Feng
i in., 2015b; Gjoneska 1 in., 2015; Kiiciikali i in., 2015; Narayan i in., 2015;
Pihlstrem i in., 2015; Valor, 2015; Fagone i in., 2016; Neven i in., 2016).

Wspomniane wcze$niej epiterapie nowej generacji znajdujg takze coraz
szersze zastosowanie w przedklinicznej i klinicznej fazie badan, majacych na celu
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stworzenie nowoczesnych i1 doskonalenie juz istniejacych metod leczenia takich
chorob psychicznych jak:

1) choroba afektywna dwubiegunowa (psychoza maniakalno-depresyjna, cyklofre-
nia);

2) schizofrenia;

3) depresja;

4) autyzm,;

5) demencja;

6) alkoholizm;

7) sktonnos$ci samobdjcze, autodestrukcyjne i neurotyczne (Archer i in., 2010; Ai
iin., 2012; Lee i Sachdev, 2014; Wong i in., 2014; Tremolizzo i in., 2014; Castel-
lani i in., 2015; Ibi i Gonzalez-Maeso, 2015; Januar i in., 2015; Fries 1 in., 2016;
Walker i in., 2016).

O istotnosci blednych modyfikacji biochemicznych DNA i chromatyny ja-
drowej jako epimutacji determinujgcych wystepowanie roznych fenotypow choro-
bowych $wiadczy¢ moze tworzenie elektronicznych katalogéw biomedycznych
(baz danych), ktore obejmujg wzajemne zaleznos$ci migdzy mutacjami genetycz-
nymi (genowymi i chromosomowymi), mutacjami epigenetycznymi w obrebie
kodu metylujacego DNA (metylomu) oraz kodu histonowego chromatyny (epige-
nomu histonowego) oraz rearanzacjami struktury przestrzennej (architektoniki)
chromatyny jadrowej i rozwojem cech genotypowych i fenotypowych charaktery-
stycznych dla okreslonych jednostek chorobowych (Ai i in., 2012; Brunet i Berger,
2014; Devall i in., 2014; Bennett i in., 2015; Hitchins, 2015; Huang i Wen, 2015;
Pihlstrem i in., 2015; Riedel i in., 2015). Najpelniejszym, jak dotad, uwzgledniaja-
cym wszystkie te powigzania katalogiem wydaje si¢ by¢ baza danych DAnCER
(ang. Disease-Annotated Chromatin Epigenetics Resource) (Archer i in., 2010;
Kiigiikali i in., 2015; Lardenoije i in., 2015; Narayan i in., 2015; Yan i in., 2016).
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2. Biotechnologiczne, molekularne oraz epigenetyczne podstawy klono-
wania somatycznego ssakow

Technologia klonowania somatycznego reprezentuje jedng z metod gene-
tycznej/genomowej inzynierii embrionalnej, ktéra w przeciwienstwie do transgene-
zy zwierzat obejmuje mikromanipulacje dotyczace juz nie pojedynczych genow
DNA jadrowego, lecz catego genomu jadrowego i/lub mitochondrialnego zaréwno
interfazowych komorek somatycznych — dawcow jader, jak i zenskich komorek
ptciowych (dojrzatych in vitro lub in vivo oocytow, ktorych cykl mejotyczny zostat
zablokowany w stadium metafazy II; MII), stanowiacych zrodto biorcow dla egzo-
gennej informacji genetycznej. Sposrdod wszystkich technik klonowania ssakow
klonowanie somatyczne umozliwia uzyskiwanie najbardziej liczebnych klonow,
czyli grup identycznych genetycznie osobnikow. W klonowaniu somatycznym
ssakow dostep do komorek-dawcow jader jest praktycznie nieograniczony. Probki
tkanek pobierane drogg biopsji od osobnikow dorostych lub ptodéw sktadajg si¢
z setek tysiecy komorek, ktore dodatkowo mozna namnaza¢ w warunkach hodowli
in vitro. Ponadto w przypadku klonowania okreslonych osobnikéw dorostych biop-
sje tkanek przeprowadza¢ mozna wielokrotnie, uzyskujgc za kazdym razem iden-
tyczne klony (Samiec i Skrzyszowska, 2011a, b).

Klonowanie metoda transplantacji jader komoérek somatycznych do enu-
kleowanych oocytow MII wykorzystywane jest obecnie w technologiach wspoma-
ganego rozrodu (ARTs) wielu gatunkéw ssakdw, w tym réznych gatunkdéw zwie-
rzat gospodarskich. Wykorzystanie tej technologii w embriologii eksperymentalnej
oraz w molekularnej genetyce populacji ma wazne znaczenie dla hodowli zwierzat
gospodarskich. Klonowanie jako metoda rozrodu aseksualnego ma zwigzek m.in.
z mozliwos$cig produkcji i/lub multiplikacji monogenetycznego i jednoptciowego
potomstwa o wysokiej wartosci hodowlanej i uzytkowej, ktorego identycznosé
genotypowa 1 fenotypowa z progenitorowym dawcg transkrypcyjnego aparatu ja-
drowego i mitochondrialnego komorki somatycznej dotyczy jedynie DNA geno-
mowego. Osobniki, ktore sg uzyskiwane na drodze klonowania somatycznego,
roéznig si¢ bowiem pod wzgledem cech fenotypowych, uwarunkowanych losowa
segregacja matczynego/oocytarnego oraz somatogenicznego genomu mitochon-
drialnego (mtDNA) w nastgpstwie cytoplazmatycznego (pozajadrowego) dziedzi-
czenia materialu genetycznego (Samiec, 2005a, b). Niemniej jednak szczegdlnie
wysoka warto$¢ aplikacyjna technologii klonowania somatycznego jest zwigzana
z mozliwo$cig uzyskiwania identycznych genotypowo i fenotypowo zwierzat
transgenicznych, czyli zwierzat o transformowanych genomach jadrowych, cen-
nych ze wzgledu na produkt ekspresji zmodyfikowanych genéw (Samiec 1 Skrzy-
szowska, 2011a). Wydajnos¢ syntezy rekombinowanych biatek transgenicznych
przez transformowane genetycznie osobniki klonalne wydaje si¢ by¢ zalezna
w pewnym stopniu od wptywu heteroplazmatycznych zrédet genotypu mitochon-
drialnego (tzw. mitotypu) na profil aktywnosci transkrypcyjnej zmodyfikowanych
genow DNA jadrowego, a zalezno$¢ ta moze mie¢ charakter korelacji negatywnej
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o wysokim wspolczynniku odziedziczalno$ci oraz powtarzalnosci regresywnej
danej cechy ilosciowej 1 jako$ciowej, wynikajacej z transgenizacji stada hodowla-
nego (Samiec, 2005b). Niezwykle istotnym dla produkcji/powiclania osobnikdéw
klonalnych, bedacych zatozycielami linii zwierzat transgenicznych (ang. clonal
founder animals), jest zatem problem generowania potomstwa identycznego row-
niez w zakresie genomu mitochondrialnego, czyli bedgcego nosnikami jedynie
homoplazmatycznych kopii mtDNA, pochodzacych albo z oocytow-biorcow, albo
z somatycznych komorek-dawcow zmodyfikowanych genetycznie jader. Nie bez
znaczenia pozostaje bowiem wplyw dziedziczenia pozajadrowej informacji gene-
tycznej, zakumulowanej w mitochondrialnych rezerwuarach komoérek zaréwno linii
somatycznej (somatogenicznej), jak i germinalnej (gametogenicznej) na aktywnos$¢
transkrypcyjna loci takich cech ilosciowych (ang. quantitative trait loci; QTL) jak
np. niektore cechy reprodukcyjne m.in. plenno$¢ czy ptodnosé, a takze cechy uzyt-
kowe/produkcyjne, m.in. te zwigzane z migsnoscig (powierzchnia oka poledwicy
czy zawartos¢ tkanki mig$niowej poprzecznie prazkowanej, tkanki tacznej $rod-
mig¢sniowej 1 migdzymig$niowe] oraz tkanki thuszczowej w poszczegolnych wyre-
bach tuszy lub poéttuszy) lub te zwigzane z wydajnoscia mleczng (pojemnos¢ synte-
zy, sekrecji i ejekcji mleka w skali jednego dnia, jak rowniez w catym okresie lak-
tacji) klonalnych osobnikow transgenicznych (Samiec, 2005a; Samiec i Skrzy-
szowska, 2011a). Genetyczne uwarunkowania cech plennosci czy ptodnosci od
heteroplazmatycznego lub homoplazmatycznego wzorca segregacji genomu mito-
chondrialnego moga z kolei wptywac na procesy migdzypokoleniowej transmisji
transgenu w liniach komorek piciowych kolejnych generacji sklonowanych zwie-
rzat z transformowanym genotypem jadrowym. Natomiast genetyczna korelacja
negatywna lub pozytywna mig¢dzy dziedziczonymi wraz z DNA genomowym ce-
chami determinujgcymi wydajno$¢ mleczng lub wydajnos¢ rzezng transgenicznych
zwierzat klonalnych a profilem aktywnosci transkrypcyjnej genéw DNA mito-
chondrialnego moze by¢ odpowiedzialna z jednej strony za zréznicowany poziom
tkankowo-specyficznej lub organo-specyficznej ekspresji (tj. stopien zahamowania
lub uaktywnienia supresji transkrypcyjnej) obcogatunkowych konstrukcji geno-
wych. Z drugiej strony wspomniana wczesniej korelacja ujemna Iub dodatnia moze
rowniez rzutowa¢ na schemat/profil ekspresji ksenogenicznych konstrukcji geno-
wych, czyli transgendow w poszczegolnych komorkach, tkankach i organach zmo-
dyfikowanych genetycznie osobnikéw klonalnych. Ten schemat aktywnosci tran-
skrypcyjnej zintegrowanych z genomem jadrowym transgendow moze przyjmowac
charakter homogenny lub heterogenny, czyli moze on skutkowaé indukcjg Iub tez
brakiem wystgpowania transgenicznego mozaicyzmu/chimeryzmu u zwierzat klo-
nalnych. Obcogatunkowe, ekspresyjne konstrukcje genowe, ktore ulegaja inkorpo-
racji do genomowego DNA komorek zlokalizowanych w poszczegolnych tkankach
i narzadach transgenicznych osobnikéw klonalnych moga kodowac np. takie re-
kombinowane biatka terapeutyczne, ktorych synteza i sekrecja (egzo- lub endo-
krynna) jest ukierunkowana na komorki wydzielnicze gruczotu mlekowego lub
tkanke mie$niowa gladka i1 poprzecznie pragzkowang wchodzacg w sklad wszyst-
kich organow, uktadow i czesci ciata u zwierzat gospodarskich (Ju i in., 2015).

34



Intergenomowa komunikacja migdzy DNA mitochondrialnym a transge-
nem trwale zintegrowanym z DNA jadrowym moze by¢ takze powodem roznic
w efektywnos$ci indukowanej przez niego ukierunkowanej mutagenezie (monoalle-
licznej delecji Iub insercyjnej inaktywacji) genu kodujacego miostatyng — specy-
ficzne dla komorek tkanki migsniowej biatko hormonalne, hamujace na drodze
regulacji parakrynnej przyrost (hipertrofi¢ i hiperplazj¢) migsni szkieletowych
i gtadkich (Zhou i in., 2013).

Atrakcyjnos$¢ klonowania poszczegélnych gatunkow zwierzat gospodar-
skich jest w tym przypadku zdeterminowana mozliwo$ciami aplikacyjnymi hor-
monalnego lub enzymatycznego produktu ekspresji zmodyfikowanego genu. Od
tego bowiem zalezy przede wszystkim skala i zasigg prowadzonych badan. Mimo
ze pierwszym uzyskanym ssakiem klonalnym byta owca, to znacznie wigkszy za-
sieg miaty prace ukierunkowane na klonowanie somatyczne (SCNT) u bydla, a w
ostatnich latach badania z tego zakresu koncentrujg si¢ gldwnie na $winiach.
Transgeniczne krowy (Liu i in., 2013; Luo i in., 2015), owce (Deng i in., 2013;
Zhang i in., 2013), kozy (Meng i in., 2013; Feng i in., 2015a) i §winie (Lu i in.,
2015; Ozawa 1 in., 2015; Ma 1 in., 2016) mogg stac si¢ i powoli stajg si¢ zywymi
fabrykami produkujacymi i dostarczajacymi w fizjologicznych wydzielinach (mle-
ko/siara, plazma nasienia) i wydalinach (mocz), a takze ptynach ustrojowych
(krew) Iudzkie rekombinowane bialka terapeutyczne (Wang i in., 2013).

Atrakcyjno$¢ klonowania §win wigze si¢ z mozliwoscig wykorzystania
tkanek i narzadow transgenicznych osobnikow tego gatunku ssakow jako alterna-
tywnego zrodla przeszczepow w medycynie transplantacyjnej u ludzi (Oropeza
iin., 2009; Phelps i in., 2009; Ahn i in., 2011; Hwang i in., 2015). Ksenotransplan-
tacja z wykorzystaniem tkanek i organéw $wini, najbardziej kompatybilnych z ich
ludzkimi odpowiednikami (ze wzgledu na 96-procentows zgodno$¢ genetyczna,
a takze znaczne podobienstwa odnotowane w obrazie topograficznym oraz w cha-
rakterystyce morfologicznej, cytologicznej, histologicznej, anatomicznej i w wy-
dolnosci fizjologicznej poszczegolnych narzadow i ich uktadéow w organizmie) jest
niezwykle obiecujacg perspektywa transplantologii oraz immunologii transplanta-
cyjnej. Jednak gtowng bariera w uzyskaniu znaczacego postepu w transplantacji
organdw $wini jest obecno$¢ ksenogenicznych determinant antygenowych, tj. disa-
charydowych epitopéw galaktozylo-a-1,3-galaktozy (a-Gal) na powierzchni ko-
morek §rodblonka naczyn krwiono$nych, ktore sa odpowiedzialne za nadostre lub
ostre odrzucanie przeszczepow heterologicznych w organizmach naczelnych oraz
potencjalnych ludzi-biorcow (Klymiuk i in., 2010; Jeong i in., 2013). Reakcja przy-
laczania reszt a-D-galaktozy do powierzchniowych epitopéow a-Gal, wchodzacych
w sktad glikoproteinowych lub glikolipidowych antygenéw transbtonowych komo-
rek endotelialnych naczyn wtosowatych oraz matych tetniczek jest katalizowana
przez enzym a-1,3-galaktozylotransferaze (a-1,3-GT) (Fujimura i in., 2008a, b;
Ramsoondar i in., 2009; Kurome i in., 2013). Proby unieczynnienia jednego z alleli
genu kodujacego a-1,3-GT (gen HGT2; locus GGTA1) prowadzono juz na innych
gatunkach zwierzat. Uzyskano na przyktad zywe myszy ze znokautowanym genem
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a-1,3-GT przy wykorzystaniu zmodyfikowanych genetycznie zarodkowych komo-
rek macierzystych (Thall i in., 1995; Chong i in., 2000). U owiec rowniez mozliwa
byta skuteczna ukierunkowana delecja pojedynczych alleli dwoch niezaleznych
gendw kodujacych enzym a-1,3-GT oraz patologiczne biatko prionowe (PrP%)
w fibroblastach ptodowych uzytych w procedurze klonowania somatycznego jako
zrodto dawcow jader komorkowych (Denning i in., 2001). Z powodow wymienio-
nych wczesniej, podstawe do optymizmu stworzyly dwa niezalezne badania autor-
stwa Dai i in. (2002) oraz autorstwa Ramsoondara i in. (2003). Autorzy obu tych
prac uzyskali ogdétem 9 transgenicznych prosigt klonalnych, charakteryzujgcych si¢
obecnos$cig zinaktywowanego metoda rekombinacji homologicznej allelu genu a.-
1,3-GT, do wyprodukowania ktorych wykorzystano transformowane/zno-
kautowane genetycznie fibroblasty ptodowe. Zastosowanie strategii rekombinacji
homologicznej genéw przy uzyciu technik knock-in (tj. ich insercyjnego unieczyn-
nienia) lub knock-out (tj. sterowanej mutagenezy za posrednictwem transgenicz-
nych wektoréw kierunkowych typu pulapek genowych; ang. gene-traps) w celach
indukowania celowanej, mono- i/lub biallelicznej deficiencji gendéw kodujacych
okreslone enzymy, odpowiedzialne za powstawanie powierzchniowych determi-
nant antygenowych $wini, moze mie¢ wazne implikacje dla obnizenia mi¢dzyga-
tunkowej bariery immunologicznej w organizmie potencjalnego biorcy przeszcze-
pu ksenogenicznego. To z kolei moze przyczyni¢ si¢ w oczywisty sposob do osta-
bienia lub opoznienia reakcji humoralnego waskularnego odrzucenia ksenotrans-
plantu (Nottle i in., 2007; Aigner i in., 2010; Shimatsu i in., 2013).

Efektywne klonowanie somatyczne ssakow, omijajac droge rozrodu picio-
wego, stwarza zatem mozliwo$¢ dostarczania monogenetycznego potomstwa, wy-
wodzacego si¢ nie tylko z wyselekcjonowanych pod wzgledem wybitnych cech
wartosci hodowlanej (genetycznej) iuzytkowej dorostych zwierzat, lecz przede
wszystkim z transgenicznych osobnikéw. W ciggu ostatnich dwudziestu lat na
drodze wewnatrz- lub mi¢dzygatunkowego klonowania somatycznego uzyskano
dosy¢ liczne transgeniczne i nietransgeniczne potomstwo:

e nie tylko u réznych gatunkow lub migdzygatunkowych nieptodnych mieszan-
cow (bastardow) zwierzat udomowionych takich jak:

1) bydto (Forsberg i in., 2002; Green i in., 2007; Hoshino i in., 2009; Liu

iin., 2013; Luo i in., 2015);

2) kozy (Keefer i in., 2002; Lan i in., 2006; Meng i in., 2013; Zhou i in.,

2013; Feng i in., 2015a);

3) owce (McCreath i in., 2000; Loi i in., 2002; Deng i in., 2013; Zhang

iin., 2013);

4) $winie (Lee i in., 2005a; Watanabe i in., 2005; Brunetti i in., 2008; Deng

11n., 2011; Richter 1 in., 2012; Kurome 1 in., 2013; Li i in., 2013b; Ju i in.,

2015; Luiin., 2015; Ozawa i in., 2015; Ma i in., 2016);

5) koniowate — konie domowe, muty (Galli i in., 2003; Woods i in., 2003;

Lagutina i in., 2005; Hinrichs i in., 2006, 2007);

6) chinskie bawoty btotne (Shi i in., 2007);
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7) wielblady jednogarbne — dromedary/dromadery (Wani i in., 2010);

8) koty domowe (Shin i in., 2002; Choi i in., 2007; Yin i in., 2005, 2008a, b);

9) psy domowe (Lee i in., 2005b; Jang i in., 2007, 2008a, b; Hong i in.,

2009; Hossein i in., 2009);

10) tchorzofretki (Li i in., 2006a);

11) kroliki (Chesné i in., 2002; Skrzyszowska i in., 2006a; Li i in., 2006b,

2009; Meng i in., 2009);

12) myszy (Ono i in., 2001; Wakayama i in., 1998, 2008; Mizutani i in.,

2015);

13) szczury (Zhou i in., 2003),

e lecz takze u kilku gatunkéw zagrozonych lub niezagrozonych wyginigciem
ssakow wolno zyjacych takich jak:

14) gaur (Lanza i in., 2000a);

15) muflon (Loi i in., 2001);

16) europejski jelen szlachetny/czerwony (Berg i in., 2007);

17) banteng azjatycki/jawajski (Sansinena i in., 2005);

18) afrykanski dziki kot nubijski (Gomez i in., 2004);

19) arabski pustynny kot piaskowy (Gomez i in., 2008);

20) euroazjatycki wilk szary (Kim i in., 2007; Oh i in., 2008);

21) kojot preriowy (Hwang i in., 2013),

e anawet u wymartego podgatunku koziorozca hiszpanskiego/iberyjskiego:

22) koziorozca pirenejskiego (dzika koza gorska — bucardo) (Folch i in.,

2009).

Jednakze dotychczasowa wydajnos¢ klonowania somatycznego réznych
gatunkoéw ssakow, mierzona odsetkiem urodzonego potomstwa w stosunku do
liczby zrekonstruowanych oocytow, jest wcigz niska i nie przekracza z reguty 2—
5% (Samiec i Skrzyszowska, 2011a, b; Buganim i in., 2013). Biotechnologiczne
mozliwosci klonowania metoda transplantacji jagder komoérek somatycznych do
enukleowanych oocytoéw MII wyprzedzity bowiem znacznie zrozumienie biolo-
gicznych uwarunkowan, a w szczegolnosci aspektow molekularnych i epigene-
tycznych tej metody (Yang i in., 2007; Whitworth i Prather, 2010). Mimo to pod-
stawy biologiczne, jakie zostaly stworzone w zakresie genetycznej/genomowej
inzynierii embrionalnej, zwlaszcza w ciagu ostatnich dwudziestu lat, umozliwity
opracowanie kompleksowej technologii wspomaganego rozrodu zwierzat z wyko-
rzystaniem procedury klonowania somatycznego, ktdora moze spelia¢ w wielu
przypadkach warunki dla jej zastosowania do realizacji ograniczonych celow prak-
tycznych (Loi i in., 2016; Niemann, 2016).
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3. Architektoniczne i epigenetyczne przemodelowanie chromatyny ja-
drowej oraz epigenetyczne przeprogramowanie aktywnosci transkryp-
cyjnej genomu jadrowego komorek somatycznych w klonalnych zarod-
kach ssakow

3.1. Jakie zaleznosci istniejg miedzy rozwojem zarodkow klonalnych a transkryp-
cyjnym przeprogramowaniem epigenetycznej pamieci zakodowanej w strukturze
i funkcjach kowalencyjnych modyfikacji genomu komdorek somatycznych?

Gtowng przyczyng, zarowno niskiego potencjatu rozwojowego zarodkow
i plodéw klonalnych, jak i stabej jakoSci morfologicznej przedimplantacyjnych
zarodkow klonalnych (morul i blastocyst), jest nieprawidtowa adaptacja transfero-
wanych jader somatogenicznych do warunkéw biochemicznych mikrosrodowiska
cytoplazmatycznego oocytu, czyli ich niekompletne lub wadliwe przemodelowa-
nie/przeprogramowanie w cytoplazmie enukleowanych oocytéw (Koo i in., 2002;
Cezar iin., 2003; Dean i in., 2003; Moreira i in., 2003; Bonk i in., 2007; Whitworth
i Prather, 2010). Jest ono réwniez powodem zaburzen procesu placentacji oraz
licznych wad anatomo-histologicznych tozyska (De Sousa i in., 2001; Kim i in.,
2002; Bortvin i in., 2003; Hiendleder i in., 2004; Mann i in., 2004). Btedy wystepu-
jace podczas transkrypcyjnego przeprogramowania genomu komorek somatycz-
nych przyczyniajg si¢ roéwniez do zwigkszonej odpowiedzi immunologicznej ze
strony uktadu odpornosciowego matek zastepczych, dlatego tez antygeny gléwne-
go uktadu zgodnosci tkankowej zarodkow/ptodow klonalnych sa rozpoznawane
przez $rodowisko wewnatrzmaciczne samicy-biorczyni jako antygeny przeszcze-
pow allogenicznych (w przeciwienstwie do zarodkow i ptodow uzyskiwanych na
drodze zaplodnienia, traktowanych przez system immunologiczny matki jako prze-
szczepy semiallogeniczne). Do innych skutkow wadliwego przemodelowa-
nia/przeprogramowania jader komorek somatycznych nalezy zaliczy¢é wysoka
$miertelno$¢ zarodkoéw i ptodow klonalnych, odpowiednio, w peri-implantacyjnym
oraz perinatalnym okresie rozwoju ontogenetycznego, a takze wysoki odsetek po-
ronien (resorpcji ptodéw klonalnych) w I trymestrze cigzy (Hill i in., 2002). Nalezy
zwrdci¢ rowniez uwage na wady rozwojowe plodow i1 potomstwa klonalnego wy-
nikajace z letalnych lub subletalnych efektow anatomo- i histopatologicznych
w obr¢bie roznych narzadéw wewngtrznych (pluca, serce, watroba, nerki), a takze
na czgsto diagnozowany syndrom nadmiernej masy okotourodzeniowej potomstwa
klonalnego (ang. Large Offspring Syndrome; LOS) (Chavatte-Palmer i in., 2002;
Han i in., 2003; Reik i in., 2003a; Fernandez-Gonzales i in., 2004) oraz przerostu
(hiperplazji 1 hipertrofii komoérek) tozyska (ang. Large Placenta Syndrome; LPS)
(Inoue i in., 2002; Lee i in., 2003a; Young i in., 2003; Mann i in., 2004). W post-
natalnym okresie rozwoju obserwuje si¢ u $win klonalnych i innych gatunkow
ssakow obnizong odporno$¢ humoralng oraz komoérkowsa, spowodowang niewydol-
nos$cig uktadu immunologicznego, zaburzenia krazenia krwi, zapalenie opon mo-
zgowych, wrodzong §lepote i gluchote, bedaca wynikiem nieprawidtowo wyksztat-
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conych gatek ocznych i workoéw spojowkowych, a takze przewodow shuchowych
i malzowin usznych. Odnotowano rowniez przypadki obnizonej ptodnosci osobni-
kéw meskich, czego przyktadem byly knury klonalne z hipoplazjg tkanki $rod-
migzszowej (Leydiga) w jadrach (Lai i in., 2002; Archer i in., 2003; Ramsoondar
iin., 2003; Kolber-Simonds i in., 2004; Park i in., 2004b, 2005).

3.2. Molekularne mechanizmy epigenetycznego przemodelowania konformacji
chromatyny jgdrowej w rozwoju zarodkow uzyskiwanych technikq klonowania
somatycznego

Chociaz nie ustalono dotad jednoznacznej definicji okreslajacej przepro-
gramowanie jader komoérkowych, to jednak mozna przyjac, ze proces ten, a przy-
najmniej jego wstepny etap — strukturalne (morfologiczne/architektoniczne) prze-
modelowanie, obejmuje wszystkie zmiany konformacyjne i cytobiochemiczne,
jakim podlegaja jadra komoérek somatycznych znajdujacych si¢ w interfazowym
okresie cyklu mitotycznego, po ich wprowadzeniu do enukleowanych/wyja-
drzonych oocytéw (ooplastow), ktorych cykl mejotyczny zostal fizjologicznie za-
blokowany w stadium MIIL. Te zmiany konfiguracyjne prowadza w nast¢pstwie
sztucznej aktywacji zrekonstytuowanych oocytow do upodobnienia si¢ tych jader
pod wzgledem strukturalno-funkcjonalnym do przedjadrzy zygoty (Mann i Barto-
lomei, 2002; Renard i in., 2002; Yang i in., 2007; Esteves i in., 2011). Jadro ko-
morki somatycznej wprowadzone do dojrzatego in vitro lub in vivo, wyjadrzonego
oocytu w momencie jego rekonstrukcji’, niezaleznie od tego, czy zostato dostar-
czone na drodze fuzji komoérkowej czy mikroiniekcji, podlega swoistym procesom
transformacji ultrastrukturalnej oraz konwersji molekularnej, ktore sa analogiczne
do tych, jakie zachodzityby we wlasnym aparacie jadrowym oocytu (Lacham-
Kaplan i in., 2000; Galli i in., 2002; Kawano i in., 2004; Kurome i in., 2003, 2013).
Pomimo usunigcia materialu genetycznego oocytu MII wysoko receptywna oopla-
zma zachowuje wlasciwosci narzucajace wprowadzonemu jadru taki stan, jaki
miatoby jej wlasne jadro w tym samym momencie cyklu mejotycznego. Dlatego
tez zjawisko morfologicznej adaptacji chromatyny mitotycznej do warunkéw cyto-
fizjologicznych, panujacych w mikrosrodowisku ooplazmatycznym jest zalezne od
podporzadkowania si¢ genomu komorki somatycznej oddziatywaniu biatkowych
czynnikéw regulatorowych w poszczegolnych punktach kontrolnych/restry-
keyjnych II podziatu mejotycznego oocytu (Han i in., 2003; Moreira i in., 2003;
Reik i in., 2003a; Shi i in., 2003b). To zjawisko swoistego nasladowania, tj. mime-
tyzmu proceséOw molekularnych, towarzyszacych naturalnemu przebiegowi cyklu

* Szczegdtowe objasnienia dotyczace metod rekonstrukcji enukleowanych oocytéw MII (ooplastow)
z jader komoérek somatycznych oraz uzyskiwania w ich nastgpstwie zrekonstruowa-
nych/zrekonstytuowanych oocytow, ktére z cytologicznego punktu widzenia stanowig hybrydy ja-
drowo-cytoplazmatyczne (okre§lane réwniez mianem cybryd klonalnych lub cybrydowych zygot
klonalnych), znajduja si¢ w rozdziale 5.
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mejotycznego, jest okreslane jako przejscie DNA genomowego komorki-dawcy
jadra z mitotycznej do pseudomejotycznej kontroli jego aktywnosci transkrypcyj-
nej i metabolicznej (Vignon i in., 2002; Jouneau i Renard, 2003). Jezeli do nieak-
tywowanych wyjadrzonych oocytow MII, wprowadzi si¢ jakiekolwiek jadra inter-
fazowe, to — pod wptywem wysokiego stezenia czynnika dojrzewania mejotyczne-
go (MPF; ang. maturation/meiosis promoting factor) i stabilizujagcego go czynnika
cytostatycznego (CSF; ang. cytostatic factor) — dochodzi w nich bardzo szybko do
zaniku otoczki jadrowej (NEBD; ang. nuclear envelope breakdown) oraz dyspersji
jaderek. W kolejnym etapie ma miejsce kondensacja chromatyny i wyr6znicowanie
si¢ chromosomow, ktére zostaja zakotwiczone centromerami do mikrotubuli kine-
tochorowych ptytki metafazowej uformowanej w obrgbie wrzeciona kariokine-
tycznego (Tani i in., 2001). Ten ostatni proces nosi nazwe spiralizacji de novo,
respiralizacji lub przedwczesnej spiralizacji (kondensacji) chromosomoéw badz
chromatyny interfazowej komorki-dawcy jadra (PCS oraz PCC; ang. premature
chromosome spiralization/premature chromosome (chromatin) condensation)
(Campbell i Alberio, 2003; Dean i in., 2003; Han i in., 2003; Reik i in., 2003b).
Nomenklatura ta wynika z faktu odroznienia tego procesu od zmian konfiguracji
przestrzennej obejmujacych zaawansowang heterochromatynizacj¢ genomu i spira-
lizacj¢ chromosoméw potomnych (niechomologicznych) podczas fizjologicznej
metafazy Il podzialu mejotycznego, tzn. zachodzacej we wlasciwym momencie
cyklu komorkowego (po przekroczeniu interkinetycznego punktu kontrolne-
go/restrykcyjnego MI/MII) (Campbell i Alberio, 2003; Dean i in., 2003).

W srodowisku cytoplazmatycznym oocytu-biorcy, egzogenna chromatyna
pochodzenia somatogenicznego podlega nie tylko oddzialywaniu enzymatycznych
czynnikow warunkujacych charakter jej konformacyjnych rearanzacji w sposob
sciSle zwigzany z przebiegiem cyklu mejotycznego (Han i in., 2003; Tani i in.,
2003). Czynniki te stanowig: MPF i CSF w stadium metafazy II (tj. przed sztuczng
aktywacja zrekonstruowanego oocytu, tj. cybrydy klonalnej) oraz kompleks biat-
kowy ligazy ubikwitynowej, inicjujacy anafaz¢ podziatu wyréwnawczego (All),
czyli cyklosom (APC/C; ang. anaphase-promoting complex/cyclosome) po prze-
kroczeniu punktu kontrolnego wrzeciona kariokinetycznego metafaza Il/anafaza II
(MIIVAIl) w nastepstwie aktywacji programu rozwojowego cybrydy klonalne;j.
Przed sztuczng aktywacjg cybryd klonalnych, wprowadzona do ooplazmy chroma-
tyna komorki-dawcy jadra podlega takze oddziatywaniu biatkowych czynnikow
regulujagcych epigenetycznie poziom jej aktywnosci transkrypcyjnej. Sa nimi: 1.
ooplazmatyczne metylotransferazy/metylazy DNA (DNMTs; ang. DNA methyl-
transferases/methylases), m.in. izoenzymy DNMT 1o i DNMT3a/3b; 2. biatka wig-
zace si¢ ze zmetylowanymi dinukleotydami, tzw. wysepkami konfiguracyjnymi
CpG (5’-cytydyno-3’-monofosforylo-5’-guanozyny-3’), czyli minisekwencjami
paliandromowymi M°CpG DNA genomowego (MeCPs; ang. methyl-CpG-binding
proteins) oraz 3. inhibitory acetylotransferaz/acetylaz histonow H3/H4 (iHATSs;
ang. histone acetyltransferase/acetylase inhibitors). Do tej grupy czynnikow naleza
rowniez: 4. deacetylazy bialek histonowych (HDACs; ang. histone deacetylases);
5. metylotransferazy histonow (HMTs; ang. histone methyltransferases) i 6. inhibi-
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tory demetylaz/deiminaz histonow (iHDMs; ang. histone demethylase/deiminase
inhibitors). Konsekwencja oddzialywania tej ztozonej grupy endogennych modula-
toréw epigenetycznych sg procesy deacetylacji histondw, ktorym towarzysza po-
zytywnie z nimi skorelowane procesy metylacji DNA oraz metylacji bialek histo-
nowych. Posrednim skutkiem wyzej wspomnianych modyfikacji epigenomowych
jest silna kondensacja chromatyny i represja transkrypcyjna genomu somatoge-
nicznego w cytoplazmie niecaktywowanych ooplastow MII (Santos i Dean, 2004;
Rybouchkin i in., 2006; Bui i in., 2007; Buganim i in., 2013). Z kolei w zrekon-
struowanych oocytach, ktére poddano sztucznej aktywacji, chromatyna komorki-
dawcy jadra podlega oddziatywaniu odmiennych czynnikéw regulatorowych profi-
lu epigenetycznego DNA genomowego. Wsrdd nich nalezy wymienié: 1. oopla-
zmatyczne i/lub nukleoplazmatyczne (kariolimfatyczne) inhibitory kompetycyjne
metylotransferaz/metylaz DNA (iDNMTs; ang. DNA methyltransferase/methylase
inhibitors), m.in. blokery izosteryczne izoenzyméw DNMT1o i DNMT3a/3b; 2.
represory aktywnosci bialek wigzacych si¢ ze zmetylowanymi dinukleotydami,
tzw. wysepkami konfiguracyjnymi CpG (5’-cytydyno-3’-monofosforylo-5’-
guanozyny-3°), czyli minisekwencjami paliandromowymi “*CpG DNA genomo-
wego (iIMeCPs; ang. methyl-CpG-binding protein inhibitors) oraz 3. acetylotransfe-
razy/acetylazy histonow H3/H4 (HATs; ang. histone acetyltransfera-
ses/acetylases). Ponadto czynniki te sg reprezentowane przez: 4. inhibitory izoste-
ryczne deacetylaz bialek histonowych (iHDACs; ang. histone deacetylase inhibi-
tors); 5. biatka supresorowe metylotransferaz histonow (iHMTs; ang. histone met-
hyltransferase inhibitors) oraz 6. demetylazy/deiminazy histonow (HDMs; ang.
histone demethylases/deiminases) 1 7. ztozone kompleksy biatkowe o aktywnos$ci
enzymatycznej ATPaz, odpowiedzialne za architektoniczng (konformacyjng) re-
aranzacj¢ chromatyny jadrowej (ChRs; ang. chromatin remodeling complexes).
W nastepstwie oddziatywania tej catej kaskady regulatorow pamigci epigenetycz-
nej somatogenicznych jader komoérkowych, w aktywowanej ooplazmie cybryd
klonalnych maja miejsce procesy acetylacji histonow, ktore sa pozytywnie skore-
lowane z procesami demetylacji DNA oraz demetylacji histonéw rdzenia nukle-
osomowego chromatyny jadrowej. Terminalnym efektem tych wszystkich post-
aktywacyjnych modyfikacji epigenomowych jest dekondensacja chromatyny ja-
drowej 1 aktywacja transkrypcyjna genomu komoérek somatycznych w cytoplazmie
zrekonstytuowanych oocytow poddanych sztucznej stymulacji zarodkowego pro-
gramu rozwojowego (Jouneau i Renard, 2003; Kim i in., 2004; Armstrong i in.,
2006; Corry i in., 2009; Zhao i in., 2010a).

Wystawienie ,nagiej” oraz silnie skondensowanej, w wyniku NEBD
i PCC, chromatyny oraz bialek jadrowych na dlugotrwate dziatanie czynnikow
ooplazmatycznych, determinujacych epigenomowo-zalezny profil ekspresji lub
supresji transkrypcyjnej genow, jest warunkiem koniecznym do tego, aby zaszlto
pelne przemodelowanie i przeprogramowanie jader komorek somatycznych, a w
konsekwencji prawidlowy rozwdj zrekonstytuowanych oocytow (Vignon i in.,
2002; Dean i in., 2003; Mann i in., 2003; Shi i in., 2003a). Przemodelowanie kon-
formacji wprowadzonych jader nie jest zjawiskiem jednorazowym, lecz ciggiem
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przemian zachodzacych podczas kolejnych podzialow mitotycznych w okresie
bruzdkowania zarodkow. Z tego wzgledu dodatkowa runda NEBD i PCC, jakiej
podlegaja jadra somatogeniczne w cytoplazmie enukleowanych oocytow MII, mo-
ze mie¢ korzystny wptyw na ich przemodelowanie. Z wydtuzeniem czasu ekspozy-
cji transferowanych jader somatogenicznych na dziatanie czynnikow ooplazma-
tycznych wzrasta stopien zaawansowania strukturalno-funkcjonalnych modyfikacji
chromatyny jadrowej, co z kolei wplywa na prawidlowy przebieg ztozonych i wie-
lofazowych przemian, jakim podlegaja jadra w odpowiedzi na zewnetrzny sygnat
aktywacyjny (Campbell i Alberio, 2003; Dean i in., 2003; Beaujean i in., 2004).
W standardowym modelu postaktywacji uzyskane cybrydy klonalne sg pobudzane
do rozwoju zarodkowego z jedno- lub kilkugodzinnym opdznieniem czasowym
w stosunku do momentu rekonstrukcji enukleowanego oocytu, czyli przeprowa-
dzenia mikrochirurgicznego zabiegu transplantacji jadra komorkowego do oopla-
stu. Po sztucznej aktywacji zrekonstytuowanego oocytu wokoét zdekondensowanej
chromatyny powstaje nowa otoczka jadrowa, a odtworzone jadro interfazowe roz-
poczyna program przemodelowania konfiguracji przestrzennej zgodnie z przebie-
giem cyklu komorkowego aktywowanego oocytu. Pierwsza oznakg architektonicz-
nego przemodelowania jadra jest jego wzrost (pgcznienie; ang. nuclear swelling;
NS) w cytoplazmie komorki-biorcy. Znaczny wzrost objetosci jadra jest obserwo-
wany w zrekonstytuowanych oocytach $wini. Rozpulchnienie uformowanych po
ukonczonym podziale pseudomejotycznym jader interfazowych jest procesem kil-
kustopniowym i w koncu prowadzi do osiaggnigcia przez nie rozmiaro6w zblizonych
do rozmiaréw przedjadrzy fizjologicznych. Dlatego tez jadra, ktore zostaty odtwo-
rzone w okresie miedzypodzialowym w nastepstwie sztucznej aktywacji cybryd
klonalnych, okresla si¢ bardzo czgsto mianem rzekomych przedjadrzy lub pseudo-
przedjadrzy (Moreira i in., 2003; Wrenzycki i Niemann, 2003; Zhao i in., 2010a).
Stanowig one strukturalno-funkcjonalny ekwiwalent wlasciwych przedjadrzy, ktore
powstaja w warunkach fizjologicznych po zaptodnieniu oocytu (Fissore i in., 1999;
Mayer i in., 2000; Lai i i in., 2001, 2002; Lee i in., 2003¢; Moreira i in., 2003;
Sarmento i in., 2004; Bang i in., 2013). Prawidlowe ich uformowanie jest kluczo-
wym czynnikiem wskazujagcym z jednej strony na pelng i szybka odpowiedz oocy-
tu na sygnaly jonowe dostarczane przez sztuczne aktywatory, a z drugiej — na wy-
sokg efektywnos¢ zastosowanej po rekonstrukcji enukleowanego oocytu procedury
aktywacji. Zwigkszenie $rednicy jadra interfazowego jest spowodowane prawdo-
podobnie przemieszczaniem si¢ pewnych bialek ooplazmatycznych do kariolimfy,
a takze pdzniejsza wymiang bialek pomigdzy cytoplazma komorki-biorcy a nukle-
oplazma wprowadzonego jadra. Biatka te nalezg gldwnie do grupy modulatorow
epigenetycznych oraz czynnikow regulatorowych cyklu pseudomejotycznego
i mitotycznego (Kim i in., 2002; Novak i in., 2004 Lorthongpanich; i in., 2010).
Wazna rolg w procesie przemodelowania i przeprogramowania jadrowego odgrywa
wymiana czynnikéw zaangazowanych w regulacje zardéwno struktury chromatyny,
jak 1 tkankowo-specyficznej ekspresji genow na czynniki pochodzenia oocytarne-
go. Czynniki te moga pokierowaé¢ zmianami konfiguracji przestrzennej chromatyny
jadrowej, zgodnie z aktualnymi wymaganiami zrekonstytuowanego oocytu i za-

42



rodka. Wydtuzona ekspozycja chromatyny komorki somatycznej — dawcy jadra na
dziatanie biatek strukturalnych i enzymatycznych oocytu-biorcy jest konieczna do
prawidtowego zainicjowania procesu przeprogramowania genomu przed momen-
tem aktywacji programu rozwojowego cybrydowej zygoty klonalnej. W oocytach
zrekonstruowanych z interfazowych jader somatogenicznych w fazach GO i Gl
cyklu komoérkowego indukowane sg albo procesy: NEBD, PCC, a nastgpnie NS
(przy wyborze protokotu postaktywacji lub protokotu jednoczesnej fuzji i aktywa-
cji elektrycznej), albo tylko NS (przy wyborze protokotu preaktywacji lub protoko-
hu jednoczesnej fuzji i aktywacji elektrycznej). W przypadku protokotu preaktywa-
¢ji, wprowadzenie jadra do enukleowanego oocytu, w ktorym byto juz obecne ja-
dro obtonione, nie powoduje zadnych zmian morfologicznych transferowanego
jadra, a najwyzej jego pgcznienie (Campbell i Alberio, 2003; Santos i Dean, 2004;
Rodriguez-Osorio i in., 2012).

Okres, w ktorym zachodzg NEBD, PCC i /lub NS, dotyczy zastgpowania
czynnikow biatkowych, zwigzanych z chromatyng jadrowa, biatkami pochodzenia
ooplazmatycznego, a DNA genomowy jest epigenetycznie modyfikowany, w celu
pelnego przemodelowania i przeprogramowania, niezb¢dnego do utrzymania roz-
woju ontogenetycznego zarodka do konca cigzy (Campbell i Alberio, 2003; Han
iin., 2003; Beaujean i in., 2004).

Na szczegdlng uwage zasluguje fakt, ze szereg czynnikow aktywujacych,
a w szczegodlnosci zmultiplikowana elektrostymulacja, indukuje proces uwalniania
do przestrzeni okolozottkowej przez zrekonstruowane oocyty niektorych gatunkow
ssakow (Swinia, mysz) dodatkowych struktur przypominajacych ciatka kierunko-
we, nazywanych pseudopolocytami lub rzekomymi ciatkami kierunkowymi (Miy-
oshi i in., 2000, 2002; Ono i in., 2001; Wakayama i in., 1998, 2008; Hwang i in.,
2015; Mizutani i in., 2015; Hua i in., 2016; Huang i in., 2016; Kim i in., 2016).

Wysoka wrazliwo$¢ oocytow $wini oraz myszy na wszelkie sygnaty jono-
we dostarczane przez sztuczne aktywatory, niezaleznie od stopnia inwazyjnosci ich
parametréw fizykochemicznych obniza z pewnosciag prog tolerancji cybrydowych
zygot klonalnych na wielko$¢ natezenia sygnatdow jonowych dostarczanych przez
egzogenne bodzce stymulujace inicjacj¢ programu rozwojowego zrekonstytuowa-
nych zarodkéw oraz czyni je komorkami bardziej podatnymi na wyrzucanie struk-
tur parapolocytarnych II rzgdu w poréwnaniu z oocytami innych gatunkéw zwie-
rzat gospodarskich (bydto, owce, kozy). Dlatego tez w przypadku rekonstrukcji
oocytow $wini z jader komorek w fazach GO/G1 zaleca si¢ taczenie protokotow
aktywacji z post-aktywacyjng inkubacja cybryd klonalnych w pozywce zawieraja-
cej 5-7,5 ug/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 uzasadnio-
ne tym, ze cytochalazyna B jako inhibitor polimeryzacji mikrofilamentow aktyno-
wych, bedgcych gtownym sktadnikiem cytoszkieletu i membranoszkieletu oocytu,
hamuje jego szczatkowa (poronng) cytokineze biegunowa, a wigc zapobiega uwol-
nieniu do przestrzeni okotozottkowej pseudopolocytu. Wynikiem tego jest zacho-
wanie normalnego diploidalnego statusu (2n=38 chromosomoéw), przez upodobnia-
jace si¢ do przedjadrzy zaplodnionych komorek jajowych (zygot) pod wzgledem
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morfologicznym 1 cytofizjologicznym, interfazowe jadra somatogeniczne, ktore
ulegly konfiguracyjnemu (architektonicznemu) przemodelowaniu w $rodowisku
cytoplazmatycznym zrekonstytuowanych oocytow i z tego powodu okreslane sg
mianem struktur parapronuklearnych, rzekomych przedjadrzy lub pseudoprzedja-
drzy. Prawidtowa ploidia genomu jadrowego, decydujaca w duzym stopniu o wy-
sokim potencjale rozwojowym zarodkow klonalnych $wini zrekonstruowanych
z jader komorek somatycznych, ktorych cykl mitotyczny zostal zsynchronizowany
in vitro na granicy stadiow GO/G1 lub G2/M, zalezy wigc nie tylko od odpowied-
niej koordynacji faz cyklu podzialowego komorek-dawcow jader oraz oocytow
MII, lecz takze od stopnia progresji lub regresji procesu emisji (wyrzucenia) II
ciatka kierunkowego w wyniku wznowienia cyklu pseudomejotycznego uzyska-
nych cybryd klonalnych. Wyréznicowane, w nastgpstwie przedwczesnej kondensa-
cji presyntetycznej lub postsyntetycznej chromatyny jadrowej komorek-dawcow
w stadiach GO/G1 lub G2/M, chromosomy kazdej z 19 homologicznych par ptytki
metafazowej, skladajg si¢, odpowiednio, z pojedynczych chromatyd niesiostrza-
nych lub z podwodjnych chromatyd siostrzanych, czyli posiadajg diploidalng (2C)
lub tetraploidalng (4C) liczbg czasteczek DNA. Gdyby proces uwolnienia dodat-
kowej struktury parapolocytarnej zostat zainicjowany w wyniku sztucznej aktywa-
cji oocytu, wowczas prawidlowa ploidia bytaby zachowana tylko w przypadku
cybryd klonalnych posiadajacych przemodelowane jadra komoérkowe, ktore zostaty
przeszczepione w fazach G2/M. Potowa czasteczek DNA (2C) zostataby usunigta
wraz z wyrzuconym pod ostonke przejrzysta oocytu rzekomym ciatkiem kierun-
kowym, a druga polowa zostataby zachowana w formie zrearanzowanej chromaty-
ny formujgcej pseudoprzedjadrze, a nast¢pnie po ponownej replikacji osiggnetaby
przed I podziatem bruzdkowania powtdérnie poziom tetraploidalny (4C). Natomiast
w przypadku niewyrzucenia polocytu II rzedu prawidlowa ploidia cybrydowe;j
zygoty klonalnej bylaby tylko wtedy utrzymana, gdyby do ooplastu MII zostato
wprowadzone jadro komorki w fazach GO/G1 (posiadajagce 2C DNA). Transfer
jader komorek somatycznych w stadiach GO/G1 wymaga zatem z reguty kombina-
¢ji systemu aktywacji zrekonstytuowanych oocytéw (zwtaszcza metodg elektroim-
pulsacji) z ich post-inkubacjag w obecnos$ci cytochalazyny B (Lee i in., 2003c,
2005a; Miyoshi i in., 2005).

Znakomitg egzemplifikacjg powyzszych rozwazan jest wykorzystanie pro-
cedury potaczenia opdznionej w stosunku do momentu rekonstrukciji stymulacji
elektrycznej hybryd jadrowo-cytoplazmatycznych z ich 3-godzinng post-inkubacja
w pozywce z dodatkiem 5 pg/mL CB przez Tomii i in. (2005). Badacze ci, w wa-
runkach hodowli in vitro, uzyskali 12,3% blastocyst klonalnych o $redniej liczbie
komorek siegajgcej poziomu 54, w wyniku transplantacji jader plodowych komo-
rek fibroblastycznych do enukleowanych oocytow (ooplastow) swini. Natomiast po
transplantacji jader w fazach G2/M potrzeba stosowania protokotu post-aktywacji
sprzezonego z traktowaniem oocytow cytochalazyng B zostata wyeliminowana na
rzecz sygnatow aktywacyjnych wzmocnionych przez podwyzszenie st¢zenia od-
powiednich aktywatoréw chemicznych lub wydtuzenie czasu ich oddziatywania na
oocyty, badz przez znaczne zwigkszenie natg¢zenia impulsow pradu statego lub
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prolongowanie czasu ich trwania (Lai i in., 2001; Ono i in., 2001). Ponadto wyniki
doswiadczen przeprowadzonych przez Miyoshi i in. (2000) wskazuja, ze oocyty
rekonstruowane z jader hodowanych komoérek zarodkowych wyprowadzonych
z weztow zarodkowych wyleglych blastocyst $wini, inkubowane po aktywacji
w pozywce uzupelnionej 7,5 pg/mL cytochalazyny B, wykazywaty znacznie wyz-
sze kompetencje rozwojowe do stadium blastocysty niz cybrydy klonalne niepod-
dawane dziataniu CB. Postaktywacyjna inkubacja sklonowanych zarodkow
w obecnosci CB przez 0—1 godzing okazata si¢ zbyt krotka, aby zapobiec wyrzuce-
niu dodatkowych struktur parapolocytarnych, dlatego tez ponad 80% zygot charak-
teryzowalo si¢ obecnoscig jednego pseudoprzedjadrza i jednego ciatka kierunko-
wego. Sugeruje to, ze w tak krotkim okresie czasu CB nie jest w stanie spowodo-
wac catkowitej depolimeryzacji wigkszosci mikrofilamentow aktynowych oocytu,
co uniemozliwia skuteczne zablokowanie poronnej cytokinezy biegunowej i indu-
kuje uwolnienie pseudopolocytu do przestrzeni okotozottkowej sklonowanego
zarodka. Z kolei wydhuzenie czasu ekspozycji na dziatanie cytochalazyny B do 2—4
godzin przyczynito si¢ do powigkszenia populacji zarodkéw z dwoma pseudo-
przedjadrzami i brakiem dodatkowych cialek kierunkowych do poziomu 58-67%.
To ostatnie zjawisko tlumaczy si¢ tym, ze efektywne oddziatywanie CB polega na
zahamowaniu cytokinezy bez jakiegokolwiek negatywnego wpltywu na przebieg
kariokinezy, czego efektem jest powstanie dikariotycznej (dwujadrowej) interfa-
zowej zygoty. Uzupetnieniem powyzszych rezultatow byta obserwacja wptywu CB
na dalszy rozwoj zarodkowy zrekonstruowanych oocytow. Okazato si¢ bowiem, ze
odsetek zarodkow, ktore rozwingty si¢ do stadium blastocysty po 7 dniach hodowli
in vitro byt istotnie wyzszy po 2-godzinnym traktowaniu cybrydowych zygot klo-
nalnych cytochalazyng B (23%) niz w grupie kontrolnej (5%) (Miyoshi i in., 2000).
Sugerujgc si¢ tymi wynikami, w badaniach wlasnych zastosowano takze komplek-
sowg metod¢ dwustopniowej aktywacji fizykochemicznej lub jednoczesnej fuzji
i aktywacji elektrycznej zrekonstytuowanych oocytéw $wini i ich post-inkubacji
w obecnosci CB przez 1,5-2 godziny, gdyz zrodtem komorek-dawcow jader byly
w tym przypadku hodowane in vitro do stanu pelnej konfluencji fibroblasty ptodo-
we lub fibroblasty tkanki skornej ucha dorostych osobnikow, ktorych cykl mito-
tyczny byt poddawany sztucznej synchronizacji w fazach G1/G0 poprzez inhibicje¢
kontaktowg ich migracji i proliferacyjnego wzrostu (Skrzyszowska i in., 2008;
Samiec i Skrzyszowska, 2012, 2014; Samiec i in., 2015).

Interesujagcym  aspektem  sztucznej aktywacji  hybryd jadrowo-
cytoplazmatycznych w klonowaniu somatycznym $win jest takze zachowanie
zdolnos$ci do szczatkowej (Sladowej) cytokinezy biegunowe;j, czyli do wyrzucania
pseudopolocytéw przez znaczng cze$¢ enukleowanych oocytow swini elektroakty-
wowanych w momencie ich rekonstrukcji (Cheong i in., 2002; Kurome i in., 2003;
Lee i in., 2003b, 2005a; Miyoshi i in., 2005). Wydaje si¢, ze przedwczesna kon-
densacja interfazowej chromatyny (PCC) jader komorek somatycznych w klonal-
nych cybrydach ssakoéw jest warunkiem wstepnym i koniecznym do uwolnienia
dodatkowych struktur przypominajgcych ciatka kierunkowe. Niemniej jednak pro-
cedura jednoczesnej fuzji i aktywacji elekrycznej (F/A) uniemozliwia zaj$cie
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w stosunkowo wysokim odsetku zrekonstytuowanych oocytéw $wini procesow
rozpadu otoczki jader somatogenicznych oraz przedwczesnego wyrdznicowania
(spiralizacji) chromosoméw. W mikrosrodowisku ooplazmatycznym takich cybryd
klonalnych odnotowuje si¢ bowiem obnizony poziom czynnika MPF oraz wysoka
aktywnos$¢ takich czynnikow epigenetycznych jak: inhibitory enzyméw DNMTs
oraz HDACs czy enzymy HATs. W konsekwencji w wyzej wspomnianych cybry-
dach klonalnych nie stwierdza si¢ tzw. szczatkowej cytokinezy i wyrzucenia do
przestrzeni okotozottkowej rzekomych ciatek kierunkowych II rzgdu. Zamiast tego
dochodzi w nich — wskutek przej$cia z mejotycznej do mitotycznej kontroli cyklu
komoérkowego — do kariokinezy, czyli bezposredniego podzialu interfazowych
jader somatogenicznych. Po ukonczonej kariokinezie, w kazdym zrekonstytuowa-
nym oocycie zostaja uformowane, w nast¢gpstwie bardzo ograniczonego pe¢cznienia,
dwa niezalezne pseudoprzedjadrza o matej objetosci i Srednicy (tzw. mikropseudo-
przedjadrza). Pomimo tego, w wyniku zastosowania F/A rekonstytuowanych oocy-
tow $wini, obserwowany jest rowniez relatywnie duzy udziat subpopulacji uzyska-
nych cybryd klonalnych, w przypadku ktérych dochodzi do inicjacji procesoéw
NEBD oraz PCC w obrebie jader somatogenicznych, wprowadzonych do oopla-
zmy charakteryzujacej si¢ utrzymaniem stosunkowo wysokiego stezenia czynnika
MPF oraz zachowaniem zwigkszonej aktywnosci czynnikow epigenetycznych
z grupy enzymOw DNMTs oraz HDACs czy z grupy inhibitorow enzymoéw HATSs.
Po zajsciu procesow NEBD oraz PCC ma miejsce kontynuacja Il podzialu pseu-
domejotycznego, ktorej efektem koncowym jest szczatkowa cytokineza (wyrzuce-
nie pseudopolocytu). W kolejnym etapie ukonczony cykl mejotyczny przechodzi
w skoordynowany sposob w interfaze I cyklu mitotycznego bruzdkowania, w cza-
sie ktorej zostaja sfinalizowane procesy odtworzenia otoczki jadrowej, gwattowne-
g0 pecznienia powstajgcego jadra interfazowego oraz uformowania pojedynczego
pseudoprzejadrza o duzej objetosci 1 $rednicy. Dlatego tez zastosowanie strategii
F/A wymusza konieczno$¢ post-inkubacji klonalnych cybryd $wini, ktore zostaty
zrekonstruowane z jader komorek somatycznych w fazach GO/G1 Iub G1/GO,
w pozywce z dodatkiem cytochalazyny B, w celu inhibicji procesu wyrzucania
struktur parapolocytarnych II rzgdu do przestrzeni okotozottkowej oraz zachowania
prawidlowej ploidii somatogenicznego genomu w blastomerach rozwijajacych si¢
zarodkow klonalnych (Lee 1 in., 2005a, 2016; Miyoshi i in., 2005; Samiec i Skrzy-
szowska, 2012, 2014; Hwang i in., 2015; Hua i in., 2016; Huang i in., 2016).
Stgzenie kationow wapnia w roztworze do jednoczesnej fuzji i stymulacji
elektrycznej rekonstruowanych oocytow §wini ma takze istotny wptyw na efek-
tywnos$¢ procesu aktywacji, ktora mierzona jest intensywnosciag i/lub czgstoscia
post-aktywacyjnych przemian jako$ciowych oraz ilosciowych w przestrzennym
przemodelowaniu konfiguracji chromatyny jader komorek somatycznych w oopla-
zmie zrekonstruowanych oocytow. Drugim wskaznikiem aktywacji programu roz-
wojowego cybrydy klonalnej jest stopien ploidalnosci genomu jagdrowego komorki
somatycznej, uzalezniony od zdolno$ci wyrzucania rzekomych ciatek kierunko-
wych II rzedu, czyli tzw. struktur parapolocytarnych, w wyniku szczatkowej cyto-
kinezy biegunowej. Interfazowa chromatyna jadrowa komorki somatycznej zostaje
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poddana strukturalno-funkcjonalnej rearanzacji do postaci zespolow przedwczes$nie
skondensowanych chromosomow skonfigurowanych w pseudomejotyczng ptytke
metafazowa. Chromosomy metafazowe ulegaja nastepnie segregacji w anafazie,
ktora jest spolaryzowana do strefy kortykalnej ooplazmy. Rozdzielone zespoty
chromatyd siostrzanych (chromosomow niehomologicznych) w wyniku towarzy-
szacej procesowi kariokinezy powtornej dekondensacji i odtworzeniu otoczki ja-
drowej formuja jedno rzekome przedjadrze o prawidlowej objetosci nukleoplazmy
i haploidalnej liczbie czasteczek DNA w ooplazmie oraz zbita mas¢ chromatydo-
w3, eliminowang w postaci haploidalnych struktur parapolocytarnych. Te wyrzu-
cane pod ostonke przejrzysta oocytu szczatkowe komorki pseudopolocytowe za-
wieraja jedynie poronne wrzeciono kariokinetyczne, ktore jest otoczone $ladowa
objetoscia cytoplazmy (Boquest i in., 2002; Cheong i in., 2002; Kurome i in., 2003).

Jezeli sztuczna stymulacja cybrydy klonalnej przy zastosowaniu strategii
F/A nie doprowadzi do zainicjowania procesu przedwczesnej kondensacji egzo-
gennej chromatyny jadrowej, wowczas genom komorki somatycznej o diploidalne;j
liczbie czasteczek DNA ulega bezposredniemu podziatowi kariokinetycznemu na
dwa haploidalne mikropseudoprzedjadrza. Oznacza to, ze takie dikariotyczne cy-
brydy klonalne utracity zdolno$¢ usuwania polowicznej liczby czasteczek DNA
w wyniku biegunowej cytokinezy. Brak obecno$ci rzekomych ciatek kierunko-
wych w przestrzeni okolozotkowej oocytéw zrekonstruowanych z jader komorek
somatycznych w fazach G0/G1 cyklu mitotycznego jest zjawiskiem korzystnym.
Zachowuja one prawidlowa ploidalnosc, czyli sa diploidalne (2n). Natomiast jest to
zjawisko niekorzystne w przypadku oocytow zrekonstruowanych z jader komorek
w fazach G2/M cyklu mitotycznego. W takich cybrydach klonalnych wystepuje
bowiem diploidalna liczba chromosoméw (2n) dwuchromatydowych oraz zrepli-
kowana (4C) ilos¢ DNA i moze dochodzi¢ do nieprawidtowosci (mutacji) geno-
mowych np. tetraploidii. Dlatego tez wykazuja one niskie kompetencje rozwojowe
do stadium moruli/blastocysty w warunkach hodowli in vitro. Jest to spowodowane
glownie wynikajacym z miksoploidii blastomeréw (obecnos$ci dwoch lub wigcej
linii komoérek o zréznicowanym stopniu ploidalnosci) zjawiskiem mozaicyzmu
genetycznego (Cheong i in., 2002; Kurome i in., 2003; Koo i in., 2004).

Cheong i in. (2002) udowodnili, ze w wyniku podwyzszenia st¢zenia ka-
tiondw wapnia z poziomu 0,1 mM/L do 1,0 mM/L w roztworze do jednoczesnej
fuzji i aktywacji oocytow $wini rekonstruowanych z jader fibroblastow ptodowych,
ktorych cykl mitotyczny zostat zsynchronizowany in vitro w stadiach GO/Gl,
wzrastal odsetek dikariotycznych cybryd klonalnych z okoto 23,0% do 43,0%.
W tych cybrydach nie zachodzil proces przedwczesnej kondensacji chromatyny
jadrowej (PCC), lecz charakteryzowaty si¢ one bezposrednig progresja cyklu pseu-
domejotycznego do interfazy I podziatu bruzdkowania, co potwierdzata obecnos¢
dwodch haploidalnych mikropseudoprzedjadrzy w diploidalnych zygotach klonal-
nych o tacznej liczbie chromosomoéw oraz czasteczek DNA, odpowiednio, 2n=38
oraz 2C=38. Natomiast odsetek cybryd klonalnych, wykazujacych prawdopodob-
nie znacznie nizszy potencjat rozwojowy, w ktorych mial miejsce proces PCC ja-
der komoérek somatycznych oraz proces wyrzucenia pod ostonke przejrzysta rze-
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komego ciatka kierunkowego z haploidalng liczbg chromosoméw niehomologicz-
nych (1n=19) oraz czasteczek DNA (1C=19), ulegal istotnemu spadkowi (z ok.
73,0% do 53,0%). W nastepstwie szczatkowej cytokinezy biegunowej, ograniczonej
tylko do warstwy korowej zrekonstruowanych oocytéw, w ich cytoplazmie zdiagnozo-
wano obecno$¢ jednego haploidalnego pseudoprzedjadrza (Cheong i in., 2002).

W klonowaniu somatycznym ssakow, zrodtem dawcoéw jader mogg by¢
rowniez komorki, ktorych cykl mitotyczny zostal sztucznie zahamowany w prome-
tafazie lub metafazie w nastgpstwie ich kilkugodzinnej ekspozycji na dziatanie
odwracalnych blokeréw polimeryzacji tubuliny wiokien kinetochorowych i biegu-
nowych wrzeciona podzialowego oraz widkien gwiazdzistych astrosfery (centros-
fery) diplosomowej (Ono i in., 2001; Lai i in., 2001, 2002; Kim i in., 2016). Zaklo-
cenie dynamicznej homeostazy miedzy reakcjami polimeryzacji oraz depolimery-
zacji mikrotubuli wrzeciona kariokinetycznego komorek somatycznych, przejs$cio-
wo blokujace anafazowsg segregacje chromosoméw potomnych (chromatyd sio-
strzanych), jest indukowane przez takie specyficzne inhibitory allosteryczne (nie-
kompetycyjne) polimerazy tubuliny jak kolcemid/demekolcyna, nokodazol lub
kolchicyna. Z uwagi na fakt, ze chromatyna prometafazowa lub metafazowa jest
silnie zespiralizowana/skondensowana i1 generalnie transkrypcyjnie nieaktywna,
wymiana potgczonych z chromatyng czynnikéw koniecznych do przeprogramowa-
nia genomu musi mie¢ miejsce podczas dekondensacji chromatyny komorki-dawcy
po aktywacji zrekonstytuowanego oocytu. Oznacza to, ze czynniki, ktorych obec-
no$¢ jest wymagana do zapoczatkowania i progresji procesow przemodelowania
1 przeprogramowania egzogennej chromatyny, sa obecne w cytozolu podczas
wznowionego II podzialu pseudomejotycznego oraz pierwszego cyklu mitotyczne-
go l-blastomerowego zarodka klonalnego (cybrydowej zygoty klonalnej) i nie
ulegaja biodegradacji bezposrednio po aktywacji zrekonstytuowanego oocytu. Dla-
tego tez przestrzennie przemodelowane jadra interfazowe, pochodzace z przed-
wcze$nie skondensowanej chromatyny, tj. ze zespiralizowanych chromosomow
parametafazowych/pseudometafazowych komorek somatycznych, nazywane sa
strukturami parapronuklearnymi lub pseudoprzedjadrzami. Przypuszcza sig, ze
inicjacja procesu przeprogramowania epigenetycznie uwarunkowanej aktywnos$ci
transkrypcyjnej genomu jadrowego nastgpuje dopiero w zdespiralizowanej i zde-
kondensowanej de novo chromatynie, ktora jest zakumulowana wewngtrz somato-
genicznych pseudoprzedjadrzy (Renard i in., 2002; Campbell i Alberio, 2003; De-
aniin., 2003).

Cofnigcie transkrypcyjnego ,,zegara biologicznego” genomu komorek so-
matycznych, ktore utracily juz swojag totipotencj¢ lub pluripotencje w procesie
cytodyferencjacji, do statusu jadra zygoty musi obejmowa¢ nie tylko strukturalne
(architektoniczne/morfologiczne) przemodelowanie chromatyny jadrowej, lecz
takze epigenetyczne przeprogramowanie (tj. odroznicowanie molekularne) genomu
w celu pelnego przywrocenia zarodkowego wzorca ekspresji genow (Santos 1 in.,
2002, 2003; Mann i in., 2003; Reik, 2007). Strukturalne przemodelowanie wpro-
wadzonych jader dotyczy zatem, przebiegajacych w obrgbie somatogenicznej
chromatyny, przemian tautomerycznych jej konformaciji przestrzennej, ktore sg
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okreslane tacznie mianem konstytucyjno-metabolicznej rearanzacji jadrowego
aparatu genetycznego (Cezar i in., 2003; Shi i in., 2003a; Mann i in., 2003; Reik
iin., 2003b). Z kolei epigenetyczne przemodelowanie chromatyny jadrowej jest
zwigzane z intensywnymi modyfikacjami kowalencyjnymi reszt lizyny i argininy
biatek histonowych (gtéwnie H3 i H4) jej rdzenia nukleosomowego. Przed
sztuczng aktywacjg zrekonstruowanego oocytu maja miejsce zaawansowane proce-
sy metylacji/deacetylacji reszt lizyny histonow H3 i H4 oraz procesy demetylacji
reszt argininy tych histonow, czego efektem jest przedwczesna kondensacja chro-
matyny jadrowej, czyli przedwczesna heterochromatynizacja genomu komorki
somatycznej. Natomiast po aktywacji zrekonstruowanego oocytu zachodzg procesy
odwrotne do wyzej wspomnianych, takie jak: demetylacja/acetylacja reszt lizyny
oraz metylacja reszt argininy biatek histonowych, ktérym towarzyszy dekondesacja
de novo chromatyny somatogenicznej, tzn. ponowna euchromatynizacja genomu
jadrowego komorki-dawcy (Liu i in., 2004; Eilertsen i in., 2007; Bang i in., 2013).
Wadliwe przemodelowanie konfiguracji przestrzennej chromatyny jadrowej komo-
rek somatycznych w potomnych blastomerach bruzdkujacych zarodkow klonal-
nych moze by¢ zatem uwarunkowane nieprawidtowymi zmianami konformacyj-
nymi i epigenetycznymi, powstalymi w czasie przedwczesnej kondensacji chromo-
somow w cytoplazmie zrekonstruowanych oocytow. Zmiany te wydaja si¢ by¢
gldéwnym powodem réznic w zdolnosci do odtwarzania interfazowej postaci chro-
matyny jadrowej (tj. formowania pseudoprzedjadrzy) przez cybrydowe zygoty
klonalne. Ponadto moga one mie¢ wptyw na btedne modyfikacje kowalencyjne
biatek histonowych konstytutywnej heterochromatyny jadrowej (gléwnie w regio-
nie pericentromerowym chromosoméw) w kolejnych stadiach rozwoju przed-
i poimplantacyjnego zarodkow oraz ptodow klonalnych. To z kolei moze zahamo-
waé przeprogramowanie wielu gendw pochodzenia somatogenicznego, kluczo-
wych dla poszczegdlnych faz embrio- i fetogenezy, w wyniku indukcji nukleoso-
mowej supresji transkrypcyjnej w rdéznicujacych si¢ komorkach zarodkowych
i ptodowych (Santos i Dean, 2004; Zhao i in., 2010a; Lorthongpanich i in., 2010).

3.3. Molekularne mechanizmy przeprogramowania epigenetycinej informacji
dziedzicznej w rozwoju zarodkow uzyskiwanych technikq klonowania somatycz-
nego

Przeprogramowanie aktywnosci transkrypcyjnej DNA jadrowego komorek
somatycznych dotyczy zmian epigenomowych, ktore przebiegaja dwustopniowo
w pre- 1 postimplantacyjnej fazie rozwoju zarodkoéw klonalnych (Mann i Bartolo-
mei, 2002; Renard i in., 2002; Shi i Wu, 2009). Informacja epigenetyczna, w od-
roznieniu od informacji genetycznej, zapisanej w sekwencji nukleotydow DNA (t;.
jego strukturze I-rzedowej), jest zakodowana w strukturze i funkcjach kowalencyj-
nych modyfikacji DNA oraz bialek histonowych. Najwazniejsze z tych modyfika-
¢ji sg wynikiem proceséw metylacji reszt cytozyny tancucha polinukleotydowego
podwojnej o-helisy DNA jadrowego (w obrebie dinukleotydow/wysp CpG, czyli
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5’-cytydyno-3’-monofosforylo-5’-guanozyny-3’) oraz procesow metylacji i acety-
lacji reszt lizyny, badz proceséw metylacji reszt argininy histonow H3 oraz H4
rdzenia nukleosomowego chromatyny jadrowej (Kang i in., 2002, 2003; Reik i in.,
2003a, b; Beaujean i in., 2004; Shi i in., 2004). Wymienione wyzej procesy moga
mie¢ charakter globalny i obejmowaé¢ w sposob ciagly znaczng czgs¢ genomu ja-
drowego lub mogg by¢ ograniczone do pewnych specyficznych sekwencji di-, tri-
i oligonukleotydowych DNA (zaréwno eksondw, intronéw, sekwencji niepowta-
rzalnych/unikatowych, jak i sekwencji powtarzajacych si¢ tandemowo lub w spo-
sob rozproszony w calym genomie). Moga one ogranicza¢ si¢ takze do krotkich
sekwencji reszt aminoacylowych w tancuchach polipeptydowych biatek histono-
wych lub do niektorych struktur przestrzennych chromatyny jadrowej. Analiza
jakosciowa i ilosciowa tych modyfikacji jest przedmiotem badan nowej gatezi ge-
netyki molekularnej okreslanej mianem epigenomiki. Profil pamieci epigenetycz-
nej zalezy zatem z jednej strony od czestotliwosci metylacji DNA/histonow i stop-
nia acetylacji biatek histonowych, a z drugiej — od wzajemnych korelacji mi¢dzy
tymi dwoma rodzajami modyfikacji kowalencyjnych genomu. Ponadto, profil ten
jest uwarunkowany stosunkiem iloSciowym globalnych lub sekwencyjnie-
specyficznych miejsc metylacji DNA do miejsc metylacji i deacetylacji histonow
lub jego odwrotnoscia, tj. proporcja miejsc demetylacji DNA do miejsc demetylacji
i acetylacji histonéw (Inoue i in., 2002; Mann i in., 2003; Shi i in., 2003).

Rearanzacja epigenetycznej pamig¢ci komorkowej dotyczy rowniez struktu-
ralno-funkcjonalnej reorganizacji chromatyny jadrowej, ktora jest zwigzana z kon-
formacyjnymi zmianami dtugosci terminalnych odcinkéw chromosomow, czyli
telomerow (Shiels i in., 1999; Tian i in., 2000; Jeon i in., 2005; Kurome i in., 2008;
Gomes i in., 2011). Epigenomowe modyfikacje biochemiczne w obrgbie chroma-
tyny telomerowej sg z kolei sprz¢zone z biokatalityczna/enzymatyczng aktywno-
$cig telomerazy (Xu i Yang, 2001; Cui i in., 2003; Jiang i in., 2004a).

Prawidlowy przebieg proceséw epigenetycznej kontroli aktywnosci tran-
skrypcyjnej genomu jadrowego zarodkow klonalnych jest w duzym stopniu skore-
lowany dodatnio z inhibicjg represji nukleosomowej DNA przez zalezne od ATP
wielopodjednostkowe biatka z rodziny brahma, np. BRG1 oraz BRM, ktore sg
homologiczne z czynnikami biatkowymi drozdzy Saccharomyces cerevisiae z gru-
py SWI2/SNF2 (ang. switch of mating typelsucrose non-fermenting). Te komplek-
sy biatkowe sg zaangazowane w przebudowe¢ chromatyny somatogenicznej (zmia-
ny w topologii DNA) najpierw w mikrosrodowisku cytoplazmatycznym oocytu-
biorcy jadra, a nastepnie w cytozolu blastomerow zarodkow znajdujacych sig¢
w kolejnych stadiach rozwoju przedimplantacyjnego (Vignon i in., 2002; Santos
iin., 2003; Van Thuan i in., 2009; Lee i in., 2010; Buganim i in., 2013).

Zarowno informacja zapisana w trojkowym kodzie genetycznym DNA, jak
1 tzw. pami¢¢ epigenetyczna sg dziedziczne, a zaburzenia ich dziedziczenia, czyli
mutacje genetyczne (genowe) oraz mutacje epigenetyczne (epimutacje), sg skut-
kiem nieprawidtowego lub niepelnego przeprogramowania aktywnosci transkryp-
cyjnej genomu jagdrowego w przed- i poimplantacyjnej fazie rozwoju zarodkowego
(Cezar i in., 2003; Dean i in., 2003).

50



W pierwszym etapie epigenetyczne przeprogramowanie jader komorek
somatycznych w klonalnych zarodkach ssakow charakteryzuje si¢ wystepowaniem
dwucyklicznej fali procesow niezaleznej od replikacji DNA demetylacji aktywnej
reszt cytozyny oraz zaleznej od replikacji DNA demetylacji pasywnej w obrebie
dinukleotydow CpG. Rownolegle do procesow wzmozonej demetylacji somatoge-
nicznego DNA genomowego zachodzg procesy acetylacji 1 demetylacji reszt lizyny
histonow (gtownie H3 oraz H4), a takze procesy metylacji reszt argininy histondéw
H3 i H4 chromatyny jadrowej (Han i in., 2003; Simonsson i Gurdon, 2004; Dai
iin., 2010; Song i in., 2014). Faza inicjatorowa i wykonawcza wyzej wymienio-
nych kowalencyjnych modyfikacji genomu komorek-dawcoéw jader przebiega
w okresie post-zygotycznym, a jej posrednim punktem kontrolnym jest moment
aktywacji transkrypcyjnej genomu zarodkowego (Christians i in., 1994; Beaujean
iin., 2004; Shi i in., 2004; Samiec i Skrzyszowska, 2005b; Lagutina i in., 2010,
2011). Z kolei terminalna faza demetylacji reszt cytozyny DNA, jak rowniez hipe-
racetylacji i hipometylacji reszt lizyny oraz hipermetylacji reszt argininy bialek
histonowych rozpoczyna si¢ juz w okresie przypadajgcym po aktywacji transkryp-
cyjnej genomu zarodkowego, a koncowy punkt kulminacyjny tej fazy stanowi
moment osiagnigcia przez rozwijajace si¢ zarodki klonalne stadiow moru-
li/blastocysty (Han i in., 2003; Santos i Dean, 2004; Costa-Borges i in., 2010).

Drugi etap epigenetycznego przeprogramowania aktywnosci transkrypcyj-
nej genomu jadrowego komorek somatycznych rozpoczyna si¢ w stadium poznej
blastocysty, ulegajacej procesowi gastrulacji. Etap ten cechuje fala intensywnej
metylacji de novo reszt cytozyny DNA w wyrdznicowanych z embrioblastu (ICM;
ang. inner cell mass) komoérkach zasiedlajacych epiblast (ektoderme pierwotng)
oraz hipoblast (endodermg¢ pierwotng). Procesom remetylacji reszt cytozyny DNA
w obrgbie dinukleotydow CpG towarzyszy deacetylacja i metylacja de novo reszt
lizyny, a takze demetylacja de novo reszt argininy histonéw rdzenia nukleosomo-
wego chromatyny jadrowej. W komorkach linii somatogenicznej, wywodzacych
si¢ z epiblastu (komorki ekto- i mezodermy zarodkowej) oraz z hipoblastu (komor-
ki endodermy zarodkowej), jest realizowany molekularny scenariusz przebiegajacy
schematu/profilu metylacji reszt cytozyny genomowego DNA komorek-dawcow
jader. Jednakze $ciezka remetylacji DNA jadrowego jest finalizowana poprzez
zaszyfrowanie i1 utrwalenie kompletnie nowego kodu epigenetycznego (metylomu)
wskutek postgpujacej cytodyferencjacji, czyli réznicowania komoérek somatycz-
nych w ramach embrionalnej histogenezy. Natomiast w komodrkach pozazarodko-
wych, pochodzacych z linii komoérek trofoblastycznych, jest utrzymywany stan
hipometylacji genomu jadrowego komodrek-dawcow (Dean i in., 2003; Reik i in.,
2003a; Beaujean i in., 2004).

Modyfikacje epigenomowe prowadza do skoordynowanych zmian w stop-
niu ekspresji poszczegdlnych genéw w kolejnych stadiach przed- i poimplantacyj-
nego rozwoju zarodkow klonalnych. Zmiany w aktywnosci transkrypcyjnej genow
odbywaja si¢ na skutek represji/supresji nukleosomowej (wyciszenie aktywnosci
transkrypcyjnej, ang. gene silencing), indukowanej hipermetylacja DNA i reszt
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lizyny histonéw, demetylacja reszt argininy histonéw oraz hipoacetylacja reszt
lizyny histonow chromatyny jadrowej. Moga one takze odbywac si¢ na skutek
stymulacji, czyli wzmocnienia ich aktywnos$ci transkrypcyjnej (ang. gene
expression enhancing), ktorej towarzyszy demetylacja reszt cytozyny DNA 1 reszt
lizyny histonow, hipermetylacja reszt argininowych histonow oraz hiperacetylacja
reszt lizyny histonéw H3 1 H4 (De Sousa i in., 2002; Cezar i in., 2003; Shi i in., 2004).

3.4. Transkrypcyjne przeprogramowanie epigenetycznej pamieci zakodowanej
w strukturze i funkcjach rodzicielskiego pietna genomowego komorek somatycz-
nych w zarodkach klonalnych

Istotnym mechanizmem molekularnym epigenetycznego przeprogramowa-
nia DNA jadrowego jest takze wymazanie (,,wyzerowanie”) zjawiska genomowego
imprintingu rodzicielskiego (pigtnowania gametycznego), warunkujacego ekspresje
jednorodzicielskg (uniparentalng), czyli monoalleliczng niektérych gendw, np.
genow osi somatotropowej, ktore sg odpowiedzialne za regulacj¢ procesow prolife-
racyjnego i metabolicznego wzrostu komorek, tkanek, organow i ciata rozwijaja-
cych si¢ ptodow i urodzonego potomstwa klonalnego (Lucifero i in., 2002, 2004;
Obata i Kono, 2002; Paoloni-Giacobino i Chaillet, 2004; Shi i Wu, 2009). Do epi-
genetycznie napigtnowanych gendow osi somatotropowej nalezg:

1) zlokalizowany w chromosomie 17 myszy i w chromosomie 6 czlowieka gen
receptora insulinopodobnego czynnika wzrostowego typu 2 (Igf2r);

2) zlokalizowany w chromosomie 7 myszy i w chromosomie 11 czlowicka gen
niekodujacego transkryptu mRNA specyficznego dla watroby plodowej (H19);

3) zlokalizowany w chromosomie 7 myszy i w chromosomie 11 czlowicka gen
insulinopodobnego czynnika wzrostowego typu 2 (Igf2) (Davis i in., 2000; Sriva-
stava i in., 2003; Park i in., 2004a; Pfister-Genskow i in., 2005; Smith i in., 2012).

Wymazywanie markeréw charakterystycznych dla rodzicielskiego imprin-
tingu genomowego polega na stopniowym (ale ograniczonym jako$ciowo i ilo-
sciowo) usuwaniu metylacji pigtnujacej allele wybranych genow pochodzenia oj-
cowskiego (np. genow Igf2r i H19, ktore ulegaja ekspresji z genomu matczynego)
lub usuwaniu metylacji pigtnujacej allele genéw pochodzenia matczynego (np.
genu Igf2, ktory jest eksprymowany z genomu ojcowskiego) (Fournier i in., 2002;
Young i in., 2003; Reik i in., 2003b; Dindot i in., 2004). W kolejnych stadiach
rozwoju przedimplantacyjnego klonalnych zarodkow ssakow proces ten dotyczy
tylko niewielkiej redukcji liczby zmetylowanych wysp CpG (minisekwencji pa-
liandromowych M°CpG) genomu jadrowego w obrebie migdzygenowych regionow
kontrolnych pigtnowania (ICR; ang. imprinting control regions), zwanych rowniez
centrami pi¢tnowania lub regionami/domenami o zrdéznicowanej metylacji (ang.
differentially methylated regions/domains; DMR/DMD) (Cezar i in., 2003; Ogawa
i1in., 2003; Mann i in., 2004; Eilertsen i in., 2007). Dlatego tez epigenetyczna pa-
mi¢¢ komorkowa o tym, w jaki sposob geny DNA jadrowego byly pierwotnie wy-
znakowane w kierunku ekspresji jednorodzicielskiej, zostaje w przewazajacej
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wigkszosci zachowana, czyli z reguty wzorzec ogolnej metylacji pigtnujacej oj-
cowski 1 matczyny genom jadrowy, pochodzacy z komoérek somatycznych, jest
utrzymany w rozwijajacych si¢ przedimplantacyjnych zarodkach klonalnych.
Z uwagi na fakt, ze aparat transkrypcyjny bruzdkujacych zarodkow klonalnych
wydaje si¢ by¢ niewrazliwy na zalezny od pigtnowania genomowego og6lny sto-
pien metylacji dinukleotydow CpG, warunkuje to i tak bialleliczng (dwurodziciel-
ska) ekspresje genow zarodkowych (Mann i Bartolomei, 2002; Lorincz i in., 2002;
Ruddock i in., 2004; Rodriguez-Osorio i in., 2012).

Nastepny unikalny cykl demetylacji/remetylacji w ramach globalnych
zmian epigenomowych DNA jadrowego ma miejsce podczas gametogenezy i jest
konieczny do catkowitego usuniecia rodzicielskiego pictna genoméw somatoge-
nicznych w linii pierwotnych komoérek plciowych. W komorkach germinalnych
utrzymuje si¢ zatem stan hipometylacji DNA jadrowego i dodatkowo jest usuwana
metylacja pigtnujgca geny ulegajace ekspresji uniparentalnej, czyli monoallelicz-
nej, co sprawia ze ekspresja genow jest podczas gametogenezy bialleliczna. Z kole-
i, w pOzniejszych etapach gametogenezy, allele gendw, ktore sg umiejscowione
w loci somatogenicznych chromosoméw odziedziczonych po osobnikach meskich,
sa pigtnowane de novo wedlug wzoru odpowiedniego dla danej pici genetycznej
rozwijajacego si¢ ptodu klonalnego. Oznacza to, ze pierwotny profil genomowego
imprintingu rodzicielskiego, tj. schemat metylacji pi¢tnujgcej geny, ktore cechuje
monoalleliczna aktywno$¢ transkrypcyjna, ulega w takich chromosomach odwro-
ceniu, a ogdlny poziom metylacji reszt cytozyny DNA osigga wysoki stopien
w odtworzonej z nich chromatynie interfazowej (Davis i in., 2000; Lee i in., 2003a;
Ogawa i in., 2003; Allegrucci i in., 2005; Nashun i in., 2015).

Obserwowane czg¢sto w rozwoju zarodkow i ptodow uzyskiwanych na dro-
dze technologii wspomaganego rozrodu zwierzat (klonowanie somatyczne, zaptod-
nienie in vitro) zaburzenia, ktore wystepuja podczas przeprogramowania epigene-
tycznych markeréw determinujacych pigtno gametyczne w obrebie genu Igf2r oraz
w obrgbie zespotu genow HI9-Igf2, sa przyczyna np. biallelicznej supresji tran-
skrypcyjnej genu Igf2r i/lub genu H19 albo biallelicznej nadekspresji genu Igf2.
Epimutacje takie jak: 1) nadmierna metylacja reszt cytozyny DNA i hipoacetylacja
histonéw chromatyny w obrgbie matczynych allelow genow Igf2r i/lub H19 oraz 2)
nadmierna demetylacja reszt cytozyny DNA 1 hiperacetylacja histonéw chromaty-
ny w obrgbie matczynego allelu genu Igf2 leza tacznie u podstaw ujawnienia si¢
irozwoju fenotypowych cech charakterystycznych dla syndroméw nadmiernej
masy okotourodzeniowej potomstwa (ang. Large Offspring Syndrome; LOS) oraz
przerostu (hiperplazji i hipertrofii komorek) tozyska (ang. Large Placenta Syn-
drome; LPS) (De Sousa i in., 2001; Chavatte-Palmer i in., 2002; Inoue i in., 2002;
Young i in., 2003; Mann i in., 2003, 2004; Fernandez-Gonzales i in., 2004; Smith
iin., 2012).
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4. Wplyw metod sztucznej synchronizacji cyklu podzialowego oraz
sztucznej modulacji epigenetycznej komorek-dawcow jader na konfor-
macyjne przemodelowanie chromatyny oraz przeprogramowanie epi-
genomowo-zaleznej aktywnosci transkrypcyjnej DNA w zarodkach
klonalnych

Potencjat rozwojowy klonalnych zarodkow ssakow jest w znacznej mierze
uwarunkowany stopniem zaawansowania epigenetycznych modyfikacji DNA ja-
drowego komorek somatycznych, poddawanych ditugotrwatej hodowli in vitro.
Modulacja profilu pamigci epigenetycznej (tj. schematu metylacji DNA oraz acety-
lacji histonow) w hodowanych ex vivo komoérkach somatycznych — dawcach jader
moze bowiem zaleze¢ od indukcji nukleosomowej supresji transkrypcyjnej przez
rozne warunki hodowli in vitro (np. inhibicj¢ kontaktowa w stanie peinej konfluen-
cji lub glodzenie komoérek) (Zhang i in., 2007; Van Thuan i in., 2009; Costa-
Borges i in., 2010; Kim i in., 2011).

Synchronizacja cyklu podziatlowego komodrek-dawcow jader w fazach
G0/G1 odgrywa znaczacg rolg w prawidlowym przeprogramowaniu profilu pamig-
ci epigenetycznej egzogennego jadra w Srodowisku cytoplazmatycznym oocytu-
biorcy (Campbell i Alberio, 2003; Skrzyszowska i in., 2006b). Wprowadzenie ko-
moérki somatycznej w stan spoczynkowy, jakim jest faza GO przy wykorzystaniu
roznych metod synchronizacji cyklu komoérkowego powoduje ,,wyciszenie” jej
genow wskutek zahamowania ich aktywnosci transkrypcyjnej. Supresja, tj. uspie-
nie (ang. quiescence), potencjalu proliferacyjnego komoérek-dawcow oraz represja
transkrypcyjna i metaboliczna ich genomu jadrowego mogg by¢ sprowokowane
czynnikami zadanymi eksperymentalnie lub wystepowac naturalnie po osiggni¢ciu
przez komorke stanu pelnego zrdéznicowania. Silnie skondensowana chromatyna
jadrowa z wyraznymi symptomami represji nukleosomowej wielu regionow DNA
genomowego po wprowadzeniu do oocytu-biorcy prawidlowo reaguje na sygnaty
biochemiczne ptynace z jego Srodowiska cytoplazmatycznego, tzn. na inhibicje
aktywnosci enzymatycznej metylotransferaz DNA (DNMT1 oraz DNMT3a/b) oraz
wzrost aktywnosci biokatalitycznej acetylaz histonéw rdzenia nukleosomowego
H3 i H4, co umozliwia pelne przeprogramowanie pamigci epigenetycznej egzo-
gennego jadra (Kang i in., 2002, 2003; Dean i in., 2003; Beaujean i in., 2004; Sa-
miec i Skrzyszowska, 2005a, b). Z dotychczasowych eksperymentéw nad klono-
waniem ssakow wynika, ze zrodtem komorek somatycznych, najbardziej podat-
nych na epigenetyczne przeprogramowanie genomu jadrowego i mitochondrialne-
go w zrekonstytuowanych zarodkach, sg fibroblasty ptodowe, a takze fibroblasty
tkanki skornej dorostych osobnikow, ktorych cykl mitotyczny zostal zsynchroni-
zowany in vitro w stadiach G1/G0 Iub GO/G1 w wyniku ich hodowli do stanu pet-
nej konfluencji lub glodzenia (Lee i in., 2003¢, 2005a; Kawano i in., 2004; Skrzy-
szowska 1 in., 2006a, b, 2008; Brunetti i in., 2008; Kurome 1 in., 2003, 2013; Sa-
miec i in., 2013a, b). Po osiggnigciu 100% konfluencji, komorki somatyczne pod-
legaja zahamowaniu kontaktowemu (inhibicji kontaktowej) podzialow mitotycz-
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nych, w wyniku opanowania calej dostepnej powierzchni naczynka hodowlanego,
tj. substratu. Jest to stan, w ktorym gestos¢ komorek limituje ich migracj¢ i1 prolife-
racyjny wzrost (Lee i in., 2003¢c, 2005a; Samiec i in., 2014, 2015). Alternatywny
system synchronizacji faz cyklu podzialowego, jakim jest gltodzenie, okreslane
rowniez mianem deprywacji troficznej komorek-dawcow jader, polega na gwat-
townym i dlugotrwatym obnizeniu (z 10% do 0,5%) stezenia surowicy ptodow
bydlecych (FBS; ang. foetal bovine serum) w pozywce hodowlanej, tj. gldownego
zrodla mitogenéw, polipeptydowych czynnikow wzrostowych oraz czynnikow
odzywczych (budulcowych i energetycznych) (Ramsoondar i in., 2003; Kawano
iin., 2004; Kurome i in., 2003, 2013; Lagutina i in., 2010, 2011). Z kolei takie
warunki hodowli in vitro moga powodowac drastyczny przyrost stopnia metylacji
reszt cytozyny genomowego DNA oraz niekontrolowane zwigkszenie stopnia de-
acetylacji reszt lizyny histonow chromatyny jadrowej w komoérkach somatycznych.
Moze to by¢ przyczyna znaczacych odchylen od prawidtowego wzorca ekspresji,
kluczowych dla przed- i poimplantacyjnego rozwoju zarodkéw klonalnych, genow
na skutek ograniczonej demetylacji DNA, a takze hipoacetylacji histondw rdzenia
nukleosomowego oraz wynikajacej z tego represji transkrypcyjnej przewazajacej
cze$ci somatogenicznego genomu jadrowego (Kang i in., 2003; Cezar i in., 2003).
Jednakze zachowanie prawidlowego wzorca metylacji DNA i acetylacji histonow
podczas hodowli in vitro komoérek-dawcow jader jest jednym z czynnikow nie-
zbednych do skutecznego epigenetycznego przeprogramowania transplantowanego
DNA genomowego (Kang i in., 2002; Cezar i in., 2003; Shi i in., 2003a; Enright
iin., 2005). W celu pelnego przeprogramowania jadra dawcy w zrekonstruowanym
zarodku, caly wzorzec metylacji DNA (tkankowo-specyficzny) wysoce zrdznico-
wanych komorek linii somatogenicznej musi zosta¢ cofnigty do poczatkowego
(totipotentnego) statusu rozwojowego jadra zygoty na drodze demetylacji reszt
cytozyny (Dean i in., 2003; Yang i in., 2007; Narbonne i in., 2012; Rodriguez-
Osorio i in., 2012). Ten tkankowo-specyficzny stopien zréznicowania komorkowe-
go (cytodyferencjacji) moze by¢ uwarunkowany zmienno$cig we wzorcu ekspresji
genow w komorkach o réoznym fenotypie i specjalizacji strukturalno-funkcjonalne;,
wynikajacg z réznic we frekwencjach represji transkrypcyjnej oraz aktywnosci
transkrypcyjnej DNA genomowego poszczegolnych typéw komorek somatycznych.
Utrzymanie wilasciwego schematu metylacji genomu jadrowego podczas
hodowli in vitro komoérek somatycznych sprzyja roOwniez zachowaniu w nienaru-
szonej postaci mechanizméw odpowiedzialnych za imprinting genomu rodziciel-
skiego. To z kolei rzutuje na prawidlowe i pelne przeprogramowanie epigenetycz-
nie uwarunkowanej aktywnos$ci transkrypcyjnej jader komorek somatycznych
w klonalnych zarodkach ssakéw. Przez wiele lat termin ,,imprinting gametyczny”
czy ,,rodzicielskie pigtno genomowe” uzywany byt w odniesieniu do ekspres;ji alle-
li okreslonego genu tylko z jednego genomu rodzicielskiego (tj. ekspresji uniparen-
talnej badz monoallelicznej). Istotnym procesem zwigzanym z ekspresjg uniparen-
talng jest wymazanie specyficznego wzorca wyznakowania genu (tzw. kodu epige-
netycznego determinujgcego imprinting gametyczny lub profilu metylacji pigtnuja-
cej) w nastegpnym pokoleniu. W komorkach somatycznych potomstwa przejawia
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si¢ wowczas potencjalna zdolnos$¢ do ekspresji alleli okre§lonego genu, pochodza-
cych od obojga rodzicéw, czyli zdolnos¢ do ekspresji biallelicznej (dwurodziciel-
skiej). Jezeli jednak ulegajacy ekspresji jednorodzicielskiej, tj. eksprymowany
uniparentalnie gen jest przekazywany od rodzica jednej pitci do potomstwa o pici
przeciwnej, wzor jego ekspresji musi zosta¢ odwrocony w linii plciowej potomka.
,Zerowanie” rodzicielskiego pig¢tna metylacji genéw nastgpuje réwniez podczas
ich przekazywania miedzy tg samg picig, ale w tym przypadku przywracany jest
taki sam rodzaj znakowania genu. Identyczny przebieg procesu eliminacji rodzi-
cielskiego pigtna gametycznego, a nastegpnie jego rekapitulacji, ma miejsce w na-
stepstwie dziedziczenia epigenetycznie wyznakowanych gendw przez potomstwo
uzyskiwane w wyniku klonowania metodg transplantacji jader komorek somatycz-
nych do enukleowanych oocytow. Dlatego tez epigenomowa pami¢¢ komorkowa
o tym, w jaki sposob geny DNA jadrowego byly pierwotnie napi¢tnowane w kie-
runku ekspresji monoallelicznej, zostaje w catosci przywrocona w rdéznicujgcych
si¢ komorkach linii trofoektodermalnej oraz embrioblastycznej (epi- i hipobla-
stycznej) poimplantacyjnych zarodkéw, a takze w roznicujacych sie¢ komodrkach
linii gametogenicznej w zawigzkach gonad oraz komorkach linii somatogenicznej
w poszczegolnych tkankach, organach i czgséciach ciata ptodow i urodzonego po-
tomstwa klonalnego (Mann i in., 2003; Ogawa i in., 2003; Beaujean i in., 2004).
Z tego wynika, ze wzorzec ogélnej metylacji warunkujacej uniparentalng aktyw-
no$¢ transkrypcyjna i translacyjng DNA genomowego komorek-dawcow jader
w klonowaniu somatycznym jest ustanawiany de novo w rozwoju ontogenetycz-
nym osobnikéw klonalnych. Wymazywanie epigenetycznych kodow odpowie-
dzialnych za pi¢tno rodzicielskie zachodzi zatem w kazdym pokoleniu, ale zawsze
w jednym z alleli zostaje odwrdcony jego pierwotny imprinting. Ogranicza to liste
epigenetycznych mechanizméw modyfikujacych, ktére moglyby by¢ odpowie-
dzialne za zjawisko pigtnowania rodzicielskiego (Lucifero i in., 2002, 2004; Mann
1 in., 2004; Paoloni-Giacobino i Chaillet, 2004).

Stosowane na szeroka skale metody synchronizacji cyklu mitotycznego
hodowanych komorek-dawcow jader w fazach GO/G1 lub G1/GO, takie jak: de-
prywacja troficzna lub zahamowanie kontaktowe ich aktywnos$ci proliferacyjnej,
moga mie¢ zatem niekorzystny wptyw na epigenomowo-zalezny profil aktywnos$ci
transkrypcyjnej gend6w DNA jadrowego i mitochondrialnego, poprzez drastyczne
ostabienie poziomu tkankowo-specyficznej ekspresji genomu (Enright i in., 2003;
Hiendleder i in., 2004; Bowles i in., 2007; Yang i in., 2007; Wu i in., 2008). Obni-
zenie aktywnosci transkrypcyjnej DNA genomowego moze by¢ bowiem spowo-
dowane gwaltownym wzrostem czestotliwosci takich zmian w pamigci epigene-
tycznej komorki jak: 1. procesy metylacji reszt cytozyny DNA oraz 2. procesy
deacetylacji reszt lizyny histonow rdzenia nukleosomowego chromatyny jadrowe;.
Jednakze te szkodliwe dla funkcji fizjologicznych i przezywalno$ci komorek trans-
formacje biochemiczne genomu jadrowego, ktore sa indukowane w warunkach ho-
dowli in vitro, mozna zahamowac, a nawet odwrocic ich przebieg w kierunku wzrostu
natgzenia ekspresji gendw, korzystnego dla aktywnosci metabolicznej i proliferacyjnej
komorek (Shi i in., 2003a, b, 2004; Enright i in., 2005; Cervera i in., 2009).
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Jednym ze sposobow odwrocenia zaawansowanych zmian we wzorcu ko-
walencyjnych modyfikacji epigenetycznych jader komoérek somatycznych, ktore
obejmujg gwaltowng metylacje DNA lub spadek poziomu acetylacji biatek histo-
nowych, wydaje si¢ ich ekspozycja na dziatanie syntetycznych analogow endogen-
nych zwigzkéw odwracalnie hamujacych aktywnos$¢ metylotransferaz DNA
(DNMTs) oraz deacetylaz histondow (HDACs). Do pierwszej grupy sztucznych
modyfikatoréw epigenetycznych nalezg: 1) 5-aza-2’-deoksycytydyna (5-aza-dC;
decytabina) (Enright i in., 2003, 2005; Wang i in., 2011a; Ning i in., 2013); 2) ze-
bularyna (nukleozydowy analog cytydyny) (Diao i in., 2013; Xiong i in., 2013) 1 3)
S-adenozylohomocysteina (SAH) (Jeon i in., 2008). Z kolei druga grupa obejmuje:
1) trichostatyne A (TSA; N-arylowa/N-fenylowa pochodna kwasu hydroksamowe-
go) (Kishigami i in., 2006; Wee i in., 2007; Lee i in., 2010; Samiec i in., 2015); 2)
butanian/maslan sodu (NaBu) (Das i in., 2010; Liu i in., 2012; Kumar i in., 3013)
oraz 3) bishydroksyamid kwasu m-karboksycynaminowego (CBHA) (Dai i in.,
2010; Song i in., 2014). Sposrod inhibitorow HDACs nowej generacji, o relatywnie
nizszych wilasciwosciach cytotoksycznych lub embriotoksycznych, nalezy wska-
za¢: 4) kwas walproinowy (VPA, ang. valproic acid, kwas 2-propylopen-
tanowy/kwas 2-propylowalerianowy) lub walproinian sodu (SV, ang. sodium val-
proate; 2-propylopentanian sodu/2-propylowalerian sodu) (Costa-Borges i in.,
2010; Kim i in., 2011, Sangalli i in., 2014), a takze 5) analog, tj. syntetyczng, amfi-
filowa pochodng kwasu hydroksyaminowego — skryptaid (ang. scriptaid; hydrok-
syamid kwasu 6-(1,3-dioksy-1H,3 H-benzo[de]izokwinolin-2-ylo)-heksanowego)
(Van Thuan i in., 2009; Zhao i in., 2009, 2010b; Wang i in., 2011b; Wen i in.,
2014) oraz 6) oksamflatyng (aromatyczna/N-fenylowa pochodna sulfonoamidu
kwasu hydroksamowego) (Su i in., 2011; Park i in., 2012).

Wyniki wielu badan sugeruja, ze zastosowanie niespecyficznych/nie-
selektywnych inhibitoréw DNMTs badz HDACs (iDNMTs/iHDACs) do egzogen-
nej modulacji epigenomowej hodowanych in vitro somatycznych komorek-
dawcow jader i/lub zarodkow klonalnych moze mie¢ pozytywny wptyw na ztozone
procesy strukturalnego przemodelowania chromatyny jadrowej oraz epigenetycz-
nego przeprogramowania DNA genomowego w przedimplantacyjnej fazie rozwoju
zarodkow klonalnych (Wee i in., 2007; Jeon i in., 2008; Zhao i in., 2009, 2010a, b;
Huan i in., 2013). Scenariusz prawidtowego i1 pelnego przeprogramowania profilu
pamigci epigenetycznej jader somatogenicznych w komorkach zarodkéw klonal-
nych moze zosta¢ bowiem zrealizowany jedynie przez zwigkszenie czgstotliwosci
pasywnej demetylacji reszt cytozyny DNA oraz oslabienie nat¢zenia deacetylacji
(tj. wzmozong hiperacetylacje) reszt lizyny histonow chromatyny komorek-
dawcow jader i zarodkow, ktore uprzednio poddano egzogennym modyfikacjom
epigenomowym (Yang i in., 2007; Bo i in., 2011; Yamanaka i in., 2009; Xu i in.,
2013). Posrednim wskaznikiem wlasciwego przebiegu procesu epigenetycznego
przeprogramowania aktywnosci transkrypcyjnej jader komodrek somatycznych
w zarodkach klonalnych jest ich wysoki przedimplantacyjny potencjat rozwojowy
i/lub poprawa ich jako$ci morfologicznej i cytobiochemicznej (Cervera i in., 2009;
Martinez-Diaz i in., 2010; Kim i in., 2011; Wang i in., 2011a; Diao i in., 2013).
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5. Wplyw metod rekonstrukcji enukleowanych oocytéw na przemode-
lowanie konfiguracji przestrzennej chromatyny jadrowej oraz przepro-
gramowanie epigenetycznie uwarunkowanej aktywnosci transkrypcyj-
nej somatogenicznego DNA w zarodkach klonalnych

Rekonstrukcja enukleowanego oocytu (cytoplastu/ooplastu) polega na
wprowadzeniu w miejsce usuni¢tego materialu genetycznego genomu jadrowego
komorki somatycznej. W klonowaniu ssakow stosowane sg r6zne metody rekon-
strukcji oocytow (tab. 1)™. Do powszechnie wykorzystywanych nalezy procedura
niechirurgicznego transferu jadra komorkowego w oparciu o fuzje cytoplastu
z komoérka somatyczng, indukowang impulsem/impulsami elektrycznymi (Nie-
mann i in., 2002; Kurome i in., 2003; Skrzyszowska i in., 2008; Martinez-Diaz
iin., 2010; Liiin., 2013b) (tab. 1; ryc. 5). Alternatywna technika rekonstrukcji jest
procedura mikrochirurgiczna obejmujgca iniekcje¢ catych komoérek somatycznych
(Lee i in., 2003c; Jiang i in., 2004b) lub karioplastow (Kawano i in., 2004; Wata-
nabe i in., 2005; Hinrichs i in., 2006; Samiec i Skrzyszowska, 2013; Mizutani i in.,
2015), bezposrednio do cytoplazmy wyjadrzonych oocytow (tab. 1; ryc. 5). Kario-
plast stanowi Zywg obloniong struktur¢ powstatg wskutek mechanicznie indukowa-
nej lizy catej komorki somatycznej i zawierajgcg interfazowe jadro komorkowe lub
chromosomy metafazowe, ktore otoczone sa cienkg warstewka resztkowej cytopla-
zmy wokoljadrowej (perinuklearnej) okreslanej mianem perikarionu.

Rekonstrukcja ooplastow, niezaleznie od zastosowanej metody, prowadzi
do pofaczenia oraz wymieszania (hybrydyzacji) srodowisk cytoplazmatycznych
ooplastu i komorki somatycznej lub karioplastu. Konsekwencja tego jest utworze-
nie klonalnej hybrydy jadrowo-cytoplazmatycznej/jadrowo-ooplazmatycznej (tj.
cybrydy klonalnej). Ta hybrydowa komorka, powstata w wyniku hybrydyzacji
mikrosrodowisk cytoplazmatycznych komorek, pochodzacych z dwoch réznych
linii rozwojowych: gametogenicznej (germinalnej/ptciowej) oraz somatogenicznej
(somatycznej) jest okreslana mianem zrekonstruowanego lub zrekonstytuowanego
oocytu badz cybrydowej zygoty klonalne;.

Technika rekonstrukcji enukleowanych oocytow moze w duzym stopniu
wplywaé na molekularne mechanizmy rearanzacji chromatyny jadrowej komorek
somatycznych, ktore obejmujg, zaréwno jej strukturalne przemodelowanie, jak
1 epigenetyczne przeprogramowanie genomowego DNA (Lee i in., 2003¢; Kawano i
in., 2004; Samiec i1 Skrzyszowska, 2005a, b, 2013; Skrzyszowska i in., 2006b; Marti-
nez-Diaz i in., 2010). Potgczenie srodowisk cytoplazmatycznych dwoch komorek,
znajdujacych sie¢ w roéznych stadiach cyklu podzialowego, powoduje bowiem zakto-
cenie mechanizméw kontrolujacych przebieg cyklu i mozliwos$¢ pojawienia si¢ nie-
prawidlowosci w dalszym rozwoju cybrydowej zygoty klonalnej. Jednakze odpo-

™ Doktadna charakterystyka poréwnawcza poszczegélnych metod rekonstrukcji enukleowanych
(wyjadrzonych) oocytow ssakoéw znajduje si¢ w tekScie rozdziatdw 5 oraz 6. Z kolei ich syntetyczna
charakterystyka poréwnawcza na poziomie biotechnicznym i cytologicznym, molekularnym oraz
epigenetycznym zostata przedstawiona w formie tabeli 1, zamieszczonej na koncu rozdziatu 5.

58



wiedni dobor standow cytofizjologicznych komorek somatycznych/karioplastow oraz
ooplastéw w momencie rekonstrukeji cybryd klonalnych™ prowadzi z jednej strony
do ograniczenia niestabilnosci genomu, czyli do zmniejszenia jego podatnosci na
mutacje. Z drugiej strony przyczynia si¢ do zredukowania stopnia asynchronii w inte-
rakcjach jadrowo-cytoplazmatycznych i obnizenia czgstotliwosci nieprawidlowych
epigenomowo-zaleznych rearanzacji egzogennej chromatyny jadrowej (Wilmut i in.,
2002; Dean i in., 2003; Kang i in., 2003; Beaujean i in., 2004; Samiec i in., 2013a, b).

W przeciwienstwie do elektrofuzji, mikroiniekcja karioplastu pozwala na
selektywne usunigcie duzej czesci cytoplazmy komorki-dawcy egzogennego jadra,
umozliwiajac w ten sposob wzgledne rozrzedzenie sktadnikow resztek cytoplazmy
komorki somatycznej w cytozolowym mikrosrodowisku ooplastu i wezesnej zygo-
ty. Bezposrednim tego skutkiem jest uniknig¢cie niekorzystnego wpltywu kompo-
nentéw cytoplazmatycznych komorki somatycznej na przemodelowanie i przepro-
gramowanie transferowanego jadra komorki somatycznej, a w konsekwencji na
rozwoj zrekonstytuowanego zarodka. W przypadku transplantacji jader stosunko-
wo matych komorek somatycznych (np. komorki wzgorka jajonosnego lub $ciennej
warstwy ziarnistej pecherzykow jajnikowych, glodzone komorki fibroblastyczne)
jest preferowana metoda doooplazmatycznej iniekcji karioplastow lub catych ko-
moérek-dawcow jader (Wakayama i in., 1998; Cheong i in., 2000; Roh i Hwang
iin., 2002; Kurome i in., 2003; Lee i in., 2003c; Jiang i in., 2004b; Kawano i in.,
2004; Samiec i Skrzyszowska, 2013). Odnotowano bowiem relatywnie wyzszy
potencjat rozwojowy in vitro zarodkdw $wini, zrekonstruowanych technika mikro-
iniekcji karioplastow lub catych komoérek somatycznych, w stosunku do zarodkow
klonalnych uzyskanych na drodze elektrofuzji (Lee i in., 2003c; Samiec i Skrzy-
szowska, 2005a; Watanabe i in., 2005). Mata $rednica wymienionych wyzej typow
komorek somatycznych jest przyczyna znacznego ograniczenia powierzchni ich
kontaktu z plazmolemma enukleowanych oocytow (oolemma), co w konsekwencji
prowadzi do obnizenia odsetka zfuzjowanych kompleksow komoérek-dawcow jader
1 ooplastow. Z kolei bezposrednia iniekcja karioplastow lub catych komoérek soma-
tycznych o matej $rednicy do cytoplazmy wyjadrzonych oocytoéw pozwala na
uniknigcie problemow technicznych (wynikajacych z niezapewnienia $cistej adhe-
zji blon plazmatycznych), ktore w najwigkszym stopniu ograniczajg efektywnosé
elektrofuzji komorek-dawcow jader z cytoplastami (Roh i Hwang, 2002; Lee i in.,
2003c; Jiang i in., 2004b; Kawano i in., 2004).

"™ Whasciwa koordynacja stanu cytofizjologicznego komoérek somatycznych lub wyizolowanych
z nich karioplastow oraz stanu cytofizjologicznego ooplastow w momencie rekonstrukcji cybryd
klonalnych jest skutkiem hybrydyzacji Srodowisk cytoplazmatycznych komoérek-dawcow jader
w fazie GO cyklu mitotycznego oraz enukleowanych oocytow-biorcow jader w stadium metafazy I1
podzialu mejotycznego (MII). Analogicznie do sztucznie zablokowanego w stadium GO cyklu mito-
tycznego somatycznych komorek-dawcow jader (charakteryzujacych si¢ ,,u$piona” aktywnoscia
transkrypcyjna, zahamowanym wzrostem proliferacyjnym i spowolnionym metabolizmem wszystkich
organelli), cykl podzialowy (mejotyczny) oocytdow-biorcéw jader podlega rowniez przejSciowemu
zahamowaniu w nastgpstwie osiagnigcia dojrzatosci jadrowo-ooplazmatycznej w stadium MII,
w ktéorym maja miejsce procesy zaawansowanej supresji transkrypcyjnej DNA genomowego.
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Metoda bezposredniej mikroiniekeji jader komorek somatycznych do cyto-
plazmy enukleowanych oocytow ma jeszcze te zalete, Ze jest najbardziej ,,czysta”
ze wszystkich innych metod transplantacji jader, gdyz nie wymaga stosowania
jakichkolwiek przekaznikow fizykochemicznych, powodujacych czesto ujemne
skutki uboczne obnizajace potencjal rozwojowy in vitro klonalnych zarodkéw ssa-
kéw. W przeciwienstwie do techniki elektrofuzji komoérek, w ktorej wszystkie
komponenty komorki-dawcy (zardéwno jadrowe, jak i cytoplazmatyczne — organel-
le i elementy cytoszkieletu) stajg si¢ integralng czescig oocytu, w przypadku mi-
krochirurgicznego transferu jader, jak wspomniano wcze$niej, plazmolemma
i ogromna wickszo$¢ materialu cytoplazmatycznego komorki-dawcy jadra jest
przeciez odrzucana po lizie komorki. Dlatego tez tylko sladowe ilosci tzw. cytopla-
zmy resztkowej w postaci waskiego rabka oblonionej protoplazmy wokot jadra
komoérkowego sa wprowadzane w formie niewielkiego karioplastu do enukleowa-
nego oocytu. Ma to istotne znaczenie w niektorych badaniach dotyczacych interak-
cji jadrowo-cytoplazmatycznych w klonalnych cybrydach ssakow (Roh i Hwang,
2002; Kawano i in., 2004; Samiec i Skrzyszowska, 2005a, b; Watanabe i in., 2005;
Hinrichs i in., 2006; Wakayama i in., 2008; Mizutani i in., 2015).

Podstawowym paradygmatem, lezacym u podstaw klonowania somatycz-
nego ssakow, jest teza naukowa, wedlug zatozen ktorej jadro komorki-dawcy musi
zosta¢ catkowicie przeprogramowane epigenetycznie przez specyficzne czynniki
pochodzenia oocytarnego w taki sposob, aby moglo pokierowa¢ rozwojem cybry-
dowej zygoty klonalnej do konca cigzy. Znaczna czg$¢ biatkowych czynnikow
nukleoplazmatycznych (kariolimfatycznych) oraz cytozolowych komorki soma-
tycznej, ktore sg bezposrednio lub posrednio zaangazowane w molekularne mecha-
nizmy regulujgce zarowno profil epigenetyczny jej DNA genomowego, jak i sto-
pien jej strukturalno-funkcjonalnego zrdznicowania, jest zwigzana z chromatyna
jadrowa. Natomiast sktad jakos$ciowy i ilo$ciowy oraz wzajemne proporcje tych
czynnikow wewnatrz komorki somatycznej ulegaja zmianom wraz z postgpujacym
stanem cytodyferencjacji. Jesli cala komorka-dawca jadra zostanie zfuzjowana
z wyjadrzonym oocytem, wtedy te specyficzne czynniki pochodzenia somatoge-
nicznego sg takze transferowane do cytoplazmy oocytu-biorcy. W zwigzku z tym
moga one blokowa¢ zdolnos¢ endogennych czynnikéw oocytarnych do wtasciwego
przemodelowania i1 przeprogramowania profilu epigenetycznego, znamiennego dla
obcopochodnego (allogenicznego) jadra terminalnie zréznicowanej komoérki soma-
tycznej, w kierunku epigenetycznego statusu charakterystycznego dla jadra totipo-
tentnej komorki zarodkowej, jaka stanowi zygota (Cezar i in., 2003; Lee i in.,
2003a, c¢; 2005a; Shi i in., 2003a; Seki i in., 2005). Wywodzace si¢ z komorki-
dawcy jadra, egzogenne czynniki nukleoplazmatyczne i cytoplazmatyczne, ktore sg
odpowiedzialne za modulacje statusu epigenetycznego DNA genomowego, zostaja
inkorporowane, wspélnie z wlasnymi biatkami oraz transkryptami matecznymi
(czgsteczkami mRNA) oocytu, do przemodelowanego jadra komoérki somatycznej
(pseudoprzedjadrza), po jego uformowaniu w nastgpstwie sztucznej aktywacji za-
rodkowego programu rozwojowego zrekonstruowanego oocytu, czyli cybrydowe;j
zygoty klonalnej (Campbell i Alberio, 2003; Bang i in., 2013). Z kolei nadmiar tych
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obcych (somatogenicznych) czynnikéw modulujacych profil epigenetyczny genomu
jadrowego komorki-dawcy, jaki moze zosta¢ odnotowany w cytoplazmie oocytu
zrekonstruowanego w wyniku elektrofuzji ooplastu z komorkg somatyczng, moze
spowodowa¢ znaczne rozrzedzenie endogennych czynnikow epigenetycznych oocy-
tu, wskutek wzajemnego ich wymieszania w hybrydowym s$rodowisku cytoplazma-
tycznym zygoty klonalnej. Tym samym moze to skutkowaé¢ zmniejszeniem prawdo-
podobienstwa pelnego przeprogramowania epigenetycznie uwarunkowanej aktywno-
$ci transkrypcyjnej jadra komorki somatycznej w rozwijajacym si¢ zarodku klonal-
nym (Rybouchkin i in., 2006; Samiec i Skrzyszowska, 2013; Nashun i in., 2015).

Gléownym celem procedury doooplazmatycznej mikroiniekcji jader komo-
rek somatycznych jest uniknig¢cie wszystkich uprzednio wspomnianych problemow
zwigzanych z procesami o podtozu epigenetycznym i molekularnym. Wprowadze-
nie praktycznie tylko samego jadra komorki-dawcy do cytoplazmy enukleowanego
oocytu wielokrotnie zwigksza prawdopodobienstwo wilasciwego oddziatywania
specyficznych czynnikow cytozolowych oocytu na procesy epigenetycznego prze-
modelowania chromatyny jadrowej i przeprogramowania DNA genomowego, po-
niewaz jedynym zrédlem egzogennych biatek enzymatycznych i regulatorowych
jest w tym przypadku tylko nukleoplazma transplantowanego karioplastu. Znikome
ilosci perinuklearnej (wokotjadrowej) cytoplazmy, obecnej w karioplascie w posta-
ci tzw. perikarionu, pozostajg przypuszczalnie bez wigkszego wptywu na dalszy
rozwoj cybrydowych zygot klonalnych. Ponadto zredukowanie obj¢tosci obcopo-
chodnej cytoplazmy somatogenicznej, transplantowanej w postaci karioplastu do
mikrosrodowiska cytozolowego ooplastu, pozwala albo na catkowite uniknigcie
albo na znaczne ograniczenie mozliwosci hybrydyzacji heteroplazmatycznych
zrédet DNA mitochondrialnego (mtDNA) oraz mRNA (w tym takze policistrono-
wego mRNA mitochondrialnego), pochodzacych z somatycznej komoérki-dawcy
jadrowego materiatlu genetycznego oraz z enukleowanego oocytu (cytoplastu)-
biorcy. Brak zanieczyszczen w postaci somatogenicznego mtDNA w $rodowisku
cytoplazmatycznym zrekonstruowanego oocytu, czyli brak tzw. heteroplazmii
mtDNA, prowadzi jednoczesnie do obnizenia czgsto$ci wystgpowania zaburzen
w epigenetycznym przeprogramowaniu DNA jadrowego i DNA mitochondrialnego
(w nastepstwie hipermetylacji lub nadmiernej demetylacji reszt cytozyny DNA).
Wszelkie zakldcenia dynamicznej homeostazy epigenetycznych modyfikacji ge-
nomowego DNA komoérek somatycznych moga bowiem wynika¢ z asynchronicz-
nego przebiegu architektonicznego i epigenetycznego przemodelowania chromaty-
ny jadrowej, tj. z nieskoordynowanej deacetylacji/acetylacji jej bialek histonowych
oraz z podwyzszenia poziomu represji nukleosomowej. Wymienione wyzej zakto-
cenia mogg by¢ takze efektem asynchronicznych zmian w konfiguracji przestrzen-
nej regulatorowej petli D ,,nagich”, kolistych czasteczek mtDNA pochodzenia
oocytarnego oraz somatogenicznego, a w konsekwencji mogg by¢ one efektem
zaburzen w intergenomowej komunikacji migdzy DNA jadrowym a DNA mito-
chondrialnym, jakie majg miejsce w zrekonstytuowanych oocytach i w rozwijaja-
cych si¢ z nich zarodkach klonalnych (Campbell i Alberio, 2003; Samiec, 2005a, b;
Srirattana i in., 2011; Narbonne i in., 2012).
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Utrzymanie prawidlowego schematu metylacji DNA genomowego oraz
acetylacji biatek histonowych rdzenia nukleosomowego chromatyny jadrowej we
wszystkich potomnych blastomerach przedimplantacyjnych zarodkow klonalnych,
rozwijajacych si¢ z oocytow zrekonstruowanych wskutek docytoplazmatycznej
mikroiniekcji karioplastow, sprzyja rowniez zachowaniu w nienaruszonej postaci
mechanizméw odpowiedzialnych za imprinting genomu rodzicielskiego (ekspresje
uniparentalng/monoalleliczng). To z kolei rzutuje na bezbledng rearanzacje egzogennej
chromatyny oraz przeprogramowanie jadrowego i mitochondrialnego aparatu gene-
tycznego, a nawet, w skrajnych przypadkach, czesciowego przemodelowania struktur
chromatynowych, umozliwia rowniez unikni¢cie zahamowania aktywnoSci transkryp-
cyjnej przewazajacej czesci genomu zarodkowego we wezesnych etapach embriogene-
zy (Mann 1 in., 2003, 2004; Samiec i Skrzyszowska, 2005b; Seki i in., 2005).

Innym podejéciem do tego zagadnienia moglaby by¢ mikroiniekcja tylko
samych chromosomow metafazowych komorki-dawcy, zamiast catej komorki so-
matycznej lub catego jadra komoérki somatycznej (z nienaruszong integralnoscig
otoczki jadrowej) do enukleowanego oocytu MII. Wydaje si¢, ze taka strategia
powinna zapobiec transferowi przewazajacej wigkszosci specyficznych czynnikow
komorki-dawcey (cytozolowych i nukleoplazmatycznych), co moze mie¢ wpltyw na
przemodelowanie i przeprogramowanie jadra. W przeciwienstwie bowiem do mi-
kroiniekcji kompletnych jader interfazowych komoérek-dawcow, w wyniku mikro-
chirurgicznego transferu samych ptytek metafazowych, powstate w aktywowanych
oocytach, w procesie przemodelowania, rzekome przedjadrza zakumulowaltyby
w macierzy (matriks) jadrowej tylko endogenne bialka ooplazmatyczne w formie
zwigzanej z chromatyng. Epigenetyczne przeprogramowanie somatogenicznego
genomu komorki-dawcy wskutek pelnej synchronizacji faz cyklu mitotycznego
karioplastow oraz cyklu mejotycznego ooplastow, znajdujacych si¢ w stadiach
metafazy, przebiegatoby bez zadnych zaburzen. Technika bezposredniej mikroin-
iekcji chromosomoéw metafazowych ostatecznie pozwolitaby zatem na catkowite
wyeliminowanie negatywnych skutkéw oddzialtywania na wprowadzony materiat
genetyczny nadmiaru egzogennych (heteroplazmatycznych) czynnikdéw biatko-
wych, zaklocajagcych wymiang oraz wspotdziatanie migdzy epigenetycznymi czyn-
nikami jagdrowymi i cytozolowymi czynnikami pochodzenia oocytarnego (Ono
iin., 2001; Lai i in., 2001, 2002; Samiec i Skrzyszowska, 2005a, b, 2013).

Kolejng zaletg metody mikroiniekcji jest zapobieganie naruszeniu specyficz-
nej dynamicznej rownowagi catej kaskady proceséw katalizowanych przez rozne
enzymy regulujace przejscie z mejotycznej do mitotycznej kontroli cyklu komorko-
wego rekonstruowanych oocytow, a takze umozliwienie prawidtowego funkcjono-
wania rozmaitych bialek regulatorowych (z grupy stymulatorow i inhibitorow)
w dzielacych si¢ zarodkach klonalnych. Transplantacja jader interfazowych lub pty-
tek metafazowych metodg chirurgiczng ma jeszcze jedng zasadniczg przewage nad
technikg elektrofuzji komorek. Pozwala ona takze unikngé szkodliwego wptywu nie
tylko nadmiaru czynnikow biatkowych, czesto o antagonistycznym dziataniu, lecz
takze niedoboru czynnikéw biatkowych reagujacych synergistycznie, w nastepstwie
potaczenia i wymieszania (hybrydyzacji) dwoch roznych srodowisk cytoplazmatycz-
nych komorki-dawcy jadra oraz ooplastu i w konsekwencji powstania cybrydowej
zygoty klonalnej (Samiec, 2005a; Samiec i Skrzyszowska, 2005a, b; Seki i in., 2005).
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Tabela 1. Analiza porownawcza trzech roznych strategii rekonstrukcji enukleowanych
oocytow ssakow na poziomie biotechnicznym/cytologicznym, molekularnym
oraz epigenetycznym

rekl(\)/lnesttz‘(liﬁ(cji Charakte‘ryst‘yka Charakte.rys?yka Charakte‘ryst‘yka
na poziomie na poziomie na poziomie
enukleowanych biotechnicznym i cytologicznym molekularnym epigenetycznym
oocytow MII
Stosunkowo niski stopiefi inwazyjno- | Relatywnie wysokie praw- | Stosunkowo  wysokie
Elektrofuzja $ci metody: dopodobienstwo wystapie- | prawdopodobienstwo
kompleksow — ingerencja generowanego pola [nia w uzyskanych cybry- | wystapienia zaburzen w:
ooplast-komorka | elektrostatycznego w ultrastrukture | dach klonalnych: — strukturalnym 1 epige-
somatyczna i funkcje oolemmy komorek-biorcéw | — zjawiska komorkowej | netycznym przemode-
jader oraz plazmolemmy komorek- | heteroplazmii mtDNA lowaniu  chromatyny
dawcow jader poprzez: — zaburzen w interakcjach | jadrowej
e przejsciowe formowanie w ich | jadrowo-cytoplazmatycznych |— epigenetycznym prze-
dwuwarstwie fosfolipidowej mi- |— zaburzen w intergeno- | programowaniu aktyw-
kroporéw (mikrokanatow), ufa-|mowej komunikacji mig-|nosci  transkrypcyjnej
twiajacych fuzje ooplastow i ko- |dzy allogenicznym DNA | genomu jadrowego ko-
morek somatycznych oraz bedg- | jadrowym i czasteczkami | mérek — somatycznych
cych drogg biernego transportu | mtDNA komorek soma- | w zrekonstruowanych
dokomorkowego jonéw wapnia | tycznych a  czasteczkami | oocytach oraz w rozwi-
w przypadku jednoczesnej fuzji | mtDNA pochodzenia jajacych si¢ w wyniku
i aktywacji elektrycznej (F/A) re- | ooplazmatycznego ich aktywacji zarodkach
konstytuowanych oocytow klonalnych
Wysoki stopien inwazyjnosci meto- | Relatywnie wysokie praw- | Stosunkowo  wysokie
Doooplazmatyczna | dy: dopodobienstwo wystapie- | prawdopodobienstwo
mikroiniekcja — ingerencja w ultrastruktur¢ plazmo- | nia w uzyskanych cybry- | wystapienia zaburzen w:
calych komérek lemmy, membrano- i cytoszkieletu | dach klonalnych: — strukturalnym 1 epige-
somatycznych enukleowanych oocytow poprzez: — zjawiska komorkowej | netycznym przemode-
e bezposredni transfer mikrochirur- | heteroplazmii mtDNA lowaniu  chromatyny
giczny i zdeponowanie w ich oo- [ — zaburzen w interakcjach | jadrowej
plazmie komorek somatycznych | jadrowo-cytoplazmatycznych |— epigenetycznym prze-
o malej $rednicy i nienaruszonej |— zaburzen w intergeno- | programowaniu aktyw-
integralno$ci blony plazmatycznej | mowej komunikacji mie- | nosci  transkrypcyjnej
dzy allogenicznym DNA | genomu jadrowego ko-
jadrowym i czasteczkami | moérek — somatycznych
mtDNA komoérek soma- |w zrekonstruowanych
tycznych a czasteczkami | oocytach oraz w rozwi-
mtDNA pochodzenia jajacych si¢ w wyniku
ooplazmatycznego ich aktywacji zarodkach
klonalnych
Najwyzszy stopien inwazyjnosci me- | Relatywnie niskie prawdo- | Stosunkowo niskie
Doooplazmatyczna | tody: podobienstwo wystapienia | prawdopodobiefnstwo
mikroiniekcja — ingerencja w ultrastruktur¢ plazmo- | w uzyskanych cybrydach | wystapienia zaburzen w:
karioplastow lemmy, membrano- i cytoszkieletu | klonalnych: — strukturalnym i epige-

komorek-dawcow jader poprzez:

e wywolanie mechanicznie induko-
wanej cytolizy w celu wyizolowa-
nia z nich karioplastow

— ingerencja w ultrastrukture plazmo-

lemmy, membrano- i cytoszkieletu

enukleowanych oocytow poprzez:

e Dbezposredni transfer mikrochirur-
giczny 1 zdeponowanie w ich
ooplazmie karioplastow

— zjawiska komorkowej
heteroplazmii mtDNA

— zaburzen w interakcjach
Jjadrowo-cytoplazmatycznych
— zaburzen w intergeno-
mowej komunikacji mig-
dzy allogenicznym DNA
jadrowym 1 czasteczkami
mtDNA  komorek soma-
tycznych a czasteczkami
mtDNA pochodzenia
ooplazmatycznego

netycznym przemode-
lowaniu  chromatyny
jadrowej

— epigenetycznym prze-
programowaniu aktyw-

nosci  transkrypcyjnej
genomu jadrowego ko-
morek  somatycznych

w zrekonstruowanych
oocytach oraz w rozwi-
jajacych si¢ w wyniku
ich aktywacji zarodkach
klonalnych
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6. Znaczenie intergenomowej komunikacji miedzy DNA mitochondrial-
nym a DNA jadrowym w przed- i poimplantacyjnym rozwoju zarod-
kow klonalnych

Wazrost kompetencji cytoplazmy oocytéw do strukturalnego przemodelo-
wania oraz epigenetycznego przeprogramowania jadrowego i mitochondrialnego
genomu komoérek somatycznych w przed- i poimplantacyjnych zarodkach klonal-
nych jest niezwykle istotny, biorgc pod uwage cytofizjologiczne i biofizyczne
ograniczenia mozliwo$ci adaptacyjnych cybrydowych zygot klonalnych, powsta-
tych w wyniku hybrydyzacji mikrosrodowisk cytoplazmatycznych komorek po-
chodzacych z dwoch roéznych linii rozwojowych: gametogenicznej oraz somatoge-
nicznej (Lorthongpanich i in., 2010; Esteves i in., 2011; Kungulovski i Jeltsch,
2016). Epigenetyczne przemodelowanie/przeprogramowanie somatogenicznego
aparatu jadrowego jest zatem rezultatem wzajemnego oddzialywania czynnikow
zakumulowanych w nukleoplazmie i przytgczonych do chromatyny, skonfiguro-
wanej w plytke metafazowa w nastepstwie odpowiedniej rearanzacji struktury
przestrzennej 1 represji nukleosomowej, z czynnikami biatkowymi cytoplazmy
enukleowanego oocytu/ooplastu MII (Eilertsen i in., 2007; Whitworth i Prather,
2010; Mason 1 in., 2012). Wynika z tego, ze te kluczowe dla klonowania soma-
tycznego procesy nie sg bezposrednim efektem podporzadkowania si¢ allogenicz-
nego materiatu genetycznego warunkom cytofizjologicznym ooplastu MIIL. Dlatego
tez jadra komoérek somatycznych majg tendencje do minimalizowania stopnia ma-
nifestacji wlasnego programu rozwojowego po wprowadzeniu do obcej cytopla-
zmy. Niski udziat realizacji somatogenicznego programu genetycznego w rozwoju
przedimplantacyjnym zarodkow klonalnych w duzym stopniu jest przejawem za-
chowania przez egzogenny aparat jadrowy kompetencji do tatwego dostosowania
si¢ do programu mejotycznej, a nast¢gpnie mitotycznej kontroli punktow restrykeyj-
nych cyklu komoérkowego, narzuconego mu przez srodowisko cytozolowe zrekon-
struowanych zygot (Armstrong i in., 2006; Corry i in., 2009; Prather i in., 2009).
Najprawdopodobniej jednak zdolnosci transplantowanych jader do pelnego pokie-
rowania przed- i poimplantacyjnym rozwojem zarodkow, a nastepnie ptodow klo-
nalnych sg wypadkowsa prawidlowego przebiegu scenariusza molekularnych me-
chanizmow, towarzyszacych zardéwno przemodelowaniu konfiguracji przestrzennej
chromatyny jadrowej, jak i transkrypcyjnemu przeprogramowaniu genomu komo-
rek somatycznych (Reik, 2007; Yang i in., 2007; Buganim i in., 2013). Dopiero
wlasciwa rearanzacja egzogennego aparatu genetycznego indukuje uruchomienie
programu aktywnego oddzialywania genomowego DNA komorki-dawcy na cyto-
plazme oraz czgsteczki DNA mitochondrialnego pochodzenia, zarowno oocytarne-
go (matecznego), jak i1 heteroplazmatycznego (somatogenicznego) w poszczegol-
nych komoérkach potomnych (blastomerach) zarodkéw klonalnych, stanowigcych
z cytologicznego punktu widzenia hybrydy jadrowo-cytoplazmatyczne, tj. cybrydy
(Narbonne i in., 2012; Rodriguez-Osorio i in., 2012).

Mitochondria sg pétautonomicznymi organellami, posiadajagcymi wlasny
material genetyczny w formie dwuniciowych (heliksowo zwinigtych), kolistych
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czasteczek DNA (mtDNA) o diugosci okoto 16 300 do 16 500 par zasad (pz).
W mitochondrialnym DNA zakodowana jest informacja o strukturze 13 bialek, 22
czgsteczek tRNA oraz 2 czasteczek rRNA. W biogenezg i funkcje cytofizjologicz-
ne mitochondriow jest zaangazowanych az 95% biatek, bedacych produktami cy-
toplazmatycznego systemu translacji, kodowanego przez DNA jadrowy (Bowles
iin., 2007; Lagutina i in., 2010). Laczna pula kopii genomu mitochondrialnego
w typowej komorce somatycznej ssaka wynosi w przyblizeniu 2-5 x 10°, podczas
gdy liczba czasteczek mtDNA w dojrzatym oocycie (w stadium metafazy II po-
dzialu mejotycznego) siega poziomu 1,6 x 10° u myszy, 2,5 x 10° u bydta, 3-5 x
10° u $wini oraz 3-8 x 10° u cztowieka. Srednia liczba mitochondriéw w komorce
somatycznej oscyluje w granicach 1 x 10°, a jedno organellum jest rezerwuarem od
1 do 10 czasteczek mtDNA. Z kolei pojedyncze mitochondrium w dojrzatym mejo-
tycznie oocycie zawiera od 1 do 2 kopii genomu mitochondrialnego, co potwier-
dza, ze liczebnos¢ wewnatrzoocytarnej populacji tych organelli jest z reguty row-
nowazna z catkowita pula czasteczek mtDNA niezaplodnionej komorki jajowej
ssaka (Samiec, 2005a; Hiendleder, 2007).

W procedurze klonowania somatycznego mitochondria komorek-dawcow
jader sg transplantowane wraz z jadrowym aparatem genetycznym do cytoplazmy
enukleowanych oocytow-biorcéw (rekonstrukcja ooplastow; tab. 1)™**. Rekon-
strukcja enukleowanych oocytéw, zardwno na drodze fuzji kompleksow ooplast-
komorka somatyczna, indukowanej w polu elektrostatycznym, jak i na drodze doo-
oplazmatycznej iniekcji catych komorek somatycznych lub wyizolowanych z nich
karioplastow (tab. 1; ryc. 5), prowadzi do polaczenia oraz wymieszania (hybrydy-
zacji) srodowisk cytoplazmatycznych ooplastu i komorki somatycznej lub kario-
plastu. Z uwagi na fakt, ze karioplast jest zywa obtoniong strukturg uzyskang na
skutek mechanicznie indukowanej lizy calej komorki somatycznej oraz zawiera
interfazowe jadro komorkowe lub chromosomy metafazowe otoczone cienkg war-
stewka resztkowej cytoplazmy wokotjadrowej (tzw. perikarionem), po wprowa-
dzeniu do ooplastu 6w perikarion moze by¢ rowniez zrodtem mitochondriow (ge-
nomu mitochondrialnego) pochodzenia heteroplazmatycznego. Dlatego tez zrekon-
struowany zarodek klonalny, bedacy z cytologicznego punktu widzenia hybryda
cytoplazmatyczng (cybryda), jest nosnikiem genomu mitochondrialnego pocho-
dzenia, zardwno oocytarnego, jak i egzogennego (wprowadzonego z komorka-
dawcg jadra) (Samiec 1 Skrzyszowska, 2005a, b; Burgstaller i in., 2007). W przy-
padku sklonowanych zwierzat mitochondria sa dziedziczone pierwotnie wraz
z materiatem ooplazmatycznym. Z kolei mitochondria pochodzace z komorek-
dawcow jader ulegajg prawdopodobnie podczas kilku pierwszych podziatow mito-
tycznych bruzdkowania gwaltownej eliminacji z cytoplazmy komoérek zarodko-
wych w stadium anafazy, ktora jest zalezna w duzym stopniu od poliubikwityniza-

stk

Doktadna charakterystyka porownawcza poszczegdlnych metod rekonstrukcji enukleowanych
oocytow ssakow znajduje si¢ w tekscie rozdziatu 5. Z kolei, ich syntetyczna charakterystyka porow-
nawcza na poziomie biotechnicznym/cytologicznym, molekularnym oraz epigenetycznym zostala
przedstawiona w formie tabeli 1, ktdra jest umieszczona na koncu rozdziatu 5.
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cji odpowiednich substratow biatkowych. Dlatego tez obecnos¢ somatogenicznego
genomu mitochondrialnego w komorkach blastocyst klonalnych jest trudna do
wykrycia technikami inzynierii genetycznej (Samiec, 2005b; Hiendleder, 2007).
Molekularny mechanizm jednorodzicielskiego (uniparentalnego) dziedziczenia
pozajadrowej informacji genetycznej w dzielgcych si¢ cybrydowych zygotach klo-
nalnych jest zatem regulowany za posrednictwem biodegradacji wyznakowanych
uprzednio przez ubikwityne biatek mitochondrialnych (w tym rybonukleoprotein)
oraz nukleolizy pozbawionych histonow i biatek niehistonowych czasteczek mtD-
NA. Proces proteolitycznego rozpadu mitochondriéw pochodzenia heteroplazma-
tycznego (allogenicznego) jest katalizowany przez ztozony system proteasomalny
hybrydowych blastomerow o statej sedymentacji rzedu 26 jednostek Svedberga (t;.
proteasom 26S). Mechanizm nukleolitycznej biodestrukcji wszystkich kopii geno-
mu mitochondrialnego komoérki somatycznej jest natomiast uwarunkowany prawi-
dlowym stanem czynnosciowym wewnatrzkomorkowego cyklu lizosomalnego,
sprzgzonego z reakcja egzocytozy pecherzykow endosomalnych. Efektem konco-
wym tej reakcji jest usunig¢cie z komoérek zarodkowych allogenicznych (obcopo-
chodnych) frakcji mtDNA, uprzednio poddanego internukleosomowej fragmentacji
na krotkie odcinki oligonukleotydowe. Zachodzacy w przedimplantacyjnej fazie
rozwoju, proces selektywnej segregacji genomu mitochondrialnego komorek-
dawcow jader, ktory jest posrednio indukowany przez — ulegajacy heterodimeryza-
cji z kinaza cyklinozalezna cdc20 oraz bedacy integralng czgsécig wielopodjednost-
kowego uktadu enzymatycznego ligazy ubikwitynowej — kompleks inicjujacy ana-
faze/cyklosom (APC/C), prowadzi stopniowo do powstania komorkowej homopla-
zmii mtDNA w zrekonstytuowanych zarodkach. Jedynie w sporadycznych przy-
padkach trwala hybrydyzacja obcopochodnych kopii mtDNA, czyli tzw. komor-
kowa heteroplazmia mtDNA, ktora wynikata z synergizmu/komplementarnosci
w intergenomowe]j komunikacji migdzy czasteczkami mtDNA, odziedziczonymi
zarowno z cytoplazmg komorek-dawcow jader, jak i z ooplazma komorek-biorcow
jader, byla mozliwa do zidentyfikowania w pre- i postnatalnym okresie rozwoju
osobnikéw klonalnych (Bowles i in., 2007; Yan i in., 2010, 2011).

Istnieje kilka gatunkowo-specyficznych czynnikoéw epigenetycznych obec-
nych w cytoplazmie oocytu, ktore mogg prowadzi¢ do niekompatybilnego wzorca
interakcji jadrowo-cytoplazmatycznych, albo bezposrednio po transplantacji jadra
komorki-dawcy, albo w pdzniejszych stadiach rozwoju zarodkéw klonalnych
(Hiendleder i in., 2004; Samiec i Skrzyszowska, 2014). Z kolei ten potencjalny
brak koordynacji we wzajemnych oddziatywaniach czynnikow jadrowych i cytozo-
lowych hybrydowych zygot klonalnych jest prawdopodobnie jednym z powodow
ograniczonego potencjalu praktycznych mozliwosci aplikacyjnych technologii
klonowania somatycznego. Wykazano, ze czasteczki mtDNA pochodzenia ma-
tecznego, zakumulowane w mitochondrialnych rezerwuarach cytozolu oocytu-
biorcy jadra, odgrywaja istotng rol¢ w asynchronicznym charakterze interakcji
jadrowo-cytoplazmatycznych. Asynchronia ta obejmuje, zarowno akompatybilne
zmiany epigenetycznych modyfikacji somatogenicznego genomu jadrowego ko-
morki-dawcy, kierujgcego programem rozwojowym zrekonstytuowanej cybrydy
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klonalnej, jak i brak synergistycznego przebiegu molekularnych mechanizmow
regulatorowych, zaangazowanych w punkty restrykcyjne kariokinezy i cytokinezy.
Te punkty kontrolne anafazowej segregacji chromosoméw pochodzenia somatoge-
nicznego oraz asymetrycznego podziatlu telofazowego komorkowej hybrydy jadrowo-
ooplazmatycznej (cybrydy klonalnej), ktory jest zwigzany z procesem wyrzucenia do
przestrzeni okolozoltkowej tzw. rzekomego ciatka kierunkowego (pseudopolocytu), sa
lacznie odpowiedzialne za skoordynowane przejscie z pseudomejotycznej do mito-
tycznej kontroli cyklu podzialowego po sztucznej aktywacji oocytu zrekonstytuowane-
g0 z jadra komorki somatycznej (Lagutina i in., 2010; Srirattana i in., 2011).

Ponadto udowodniono, ze obecno$¢ mitochondrialnego aparatu genetycz-
nego pochodzenia oocytarnego wptywa takze na proces implantacji zarodkéw klo-
nalnych w endometrium macicy samic-biorczyn. Z tego tez wzgledu, w przypadku
wystepowania zjawiska mitochondrialnej heteroplazmii komorkowej w zrekonsty-
tuowanych hybrydach jadrowo-cytoplazmatycznych, nie mozna wykluczy¢ nieko-
rzystnego efektu oddziatywania heterogenicznych zrodet czasteczek mtDNA na
przedimplantacyjny rozwdj zarodkéw klonalnych (Hiendleder i in., 2004; Burgstal-
ler i in., 2007). Dlatego tez uzyskiwanie zarodkow, ptodow i potomstwa klonalne-
go z doktadnie okreslonymi konstelacjami poszczegdlnych sekwencji nukleotydo-
wych w odcinkach regulatorowych lub kodujacych genomu jadrowego i/lub mito-
chondrialnego moze mie¢ niezwykle istotne znaczenie w eksperymentach nad roz-
dziatem efektow oddziatywania genetycznych i/lub epigenetycznych komponentow
jadrowych i cytoplazmatycznych, jak rowniez wewnatrzmacicznego $srodowiska
samic-biorczyn na rozwdj zarodkowy, ptodowy oraz postnatalny osobnikoéw klo-
nalnych (Bowles i1 in., 2007; Hiendleder, 2007).

W hybrydowym $rodowisku cytoplazmatycznym zygot klonalnych stwier-
dza si¢ zatem wspolistnienie genetycznie odmiennych frakcji mitochondrialnego
DNA pochodzenia matecznego (oocytarnego) oraz somatogenicznego, czyli wy-
wodzgcego si¢ z cytoplazmy allogenicznych komoérek somatycznych. Ten pozaja-
drowy (mitochondrialny) aparat genetyczny klonalnych hybryd jadrowo-
ooplazmatycznych zawiera wprawdzie niewielka (ok. 0,01%) czg$¢ informacji
dziedzicznej komorki, lecz ta mtDNA-zalezna informacja genetyczna rdzni si¢
catkowicie od informacji zakodowanej w sekwencji nukleotydow DNA jadrowego,
stanowigcego az 99,99% genomu komorki. W tym aspekcie transplantacja jader
obcopochodnych komorek somatycznych do enukleowanych oocytow-biorcow
(w sytuacji gdy komorki-dawcy jader i oocyty wywodza si¢ od réznych genetycz-
nie osobnikow tego samego gatunku zwierzat) prowadzi do powstania hybryd ja-
drowo-cytoplazmatycznych, ktére posiadajg heterogeniczne kopie mtDNA. Z uwa-
gi na fakt, ze z takich heteroplazmatycznych cybryd klonalnych rozwijaja si¢ za-
rodki charakteryzujace si¢ komorkowa heteroplazmia mtDNA, moze to prowadzi¢
do pozornej identycznosci/zgodno$ci genotypowej i fenotypowej uzyskiwanego
w wyniku klonowania potomstwa (tylko w stosunku do cech uwarunkowanych
dziedziczeniem zaleznym od genomu jadrowego). Takie potomstwo klonalne ce-
chuje bowiem pewien stopien zmienno$ci/niezgodno$ci w odniesieniu do cech
fenotypowych, uwarunkowanych dziedziczeniem cytoplazmatycznym (pozajadro-
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wym), ktore jest zalezne od genotypu mitochondrialnego, okreslanego mianem
mitotypu (Burgstalleri in., 2007; Yan i in., 2011; Samiec i Skrzyszowska, 2014).

,.Idealny” klon mozna uzyska¢ tylko w sytuacji, gdy jadra autogenicznych
(wlasnopochodnych) komorek somatycznych zostang wprowadzone do enukle-
owanych oocytow-biorcow, a zatem wowczas, gdy komorki-dawcy jader i oocyty
wywodzg si¢ od identycznych genetycznie osobnikéw danego gatunku ssakow,
czyli od osobnikéw jednopiciowych (zenskich). Nalezy podkresli¢, ze jedynie ze
zrekonstruowanych w ten sposob oocytow, ktore posiadaja homogeniczne frakcje
czasteczek mtDNA, mozna otrzymac catkowicie homoplazmatyczne cybrydowe
zygoty klonalne. W wyniku sztucznej aktywaciji takich hybryd jadrowo-cyto-
plazmatycznych rozwijaja si¢ z nich zarodki klonalne, charakteryzujace si¢ komorko-
wa homoplazmia mtDNA. Skutkuje to oczywiscie pelng identyczno$cia/zgodnoscia
genotypowa 1 fenotypowsa uzyskiwanych w wyniku klonowania somatycznego ptodow
1 urodzonego potomstwa. W zwigzku z powyzszym jedynie w przypadku samic klo-
nalnych mitotyp wykazuje homogenny wzorzec sekwencji kodujacych i regulatoro-
wych we wszystkich kopiach mtDNA komorek linii somatogenicznej i plciowej, przy
zalozeniu, ze podczas rozwoju osobniczego genom mitochondrialny nie bedzie podle-
gal spontanicznym lub indukowanym przy udziale reaktywnych form tlenu mutacjom
punktowym (Samiec, 2005a, b; Galli i in., 2003; Yan i in., 2010).

Wsérdéd powoddéw dywersyfikacji (zréznicowania) genetycznego miedzy
osobnikami klonalnymi (klonami somatycznymi) a osobnikami klonowanymi
(dawcami komorek somatycznych do zabiegu klonowania) nalezy zatem zdecydo-
wanie wymieni¢ wplyw dziedziczenia mitochondrialnego (pozajadrowego/po-
zachromosomowego) oraz wplyw S$rodowiska wewnatrzmacicznego samic-
biorczyn zarodkow klonalnych. Pozajadrowe dziedziczenie materialu genetyczne-
go wynika z mikrochirurgicznego, losowego wprowadzenia kopii obcego mtDNA
wraz z cytoplazmg komorki-dawcy jadra do srodowiska cytoplazmatycznego oocy-
tu-biorcy. Wymieszanie czgsteczek genomu mitochondrialnego pochodzenia mat-
czynego (oocytarnego) oraz pochodzenia somatogenicznego (zjawisko heteropla-
zmii mtDNA) prowadzi bowiem do mi¢dzyosobniczego zrdéznicowania w obrebie
mitotypu, czego efektem jest wewnatrzpopulacyjna i migdzypopulacyjna zmien-
no$¢ genotypowa i fenotypowa, zalezna od genomu mitochondrialnego (Bowles
iin., 2007; Lagutina i in., 2010; Srirattana i in., 2011). Do réznic fenotypowych
mi¢dzy osobnikami klonalnymi a osobnikami klonowanymi przyczyniaja si¢ takze
odmienne uwarunkowania morfologiczne, anatomotopograficzne, histologiczne,
fizjologiczne, endokrynologiczne, embriotroficzne i immunologiczne zwigzane
z uktadem rozrodczym matek zastepczych. Ponadto obserwuje si¢ czgsto przezio-
zyskowy (transplacentarny) przeciek mitochondriow leukocytarnych i erytrobla-
stycznych z krwiobiegu matek zastepczych do krwiobiegu ptodoéw klonalnych. Ten
rodzaj chimeryzmu leukocytarno-erytroblastycznego, wynikajacy ze zjawiska hete-
roplazmii mtDNA w komoérkach krwi obwodowej oraz z mozaicyzmu genetyczne-
go w obrgbie subpopulacji jadrzastych komorek szeregu hematopoetycznego
(krwiotworczego), moze mie¢ rdwniez pewien wplyw na réznice w mitotypie po-
tomstwa klonalnego (Hiendleder i in., 2004; Burgstaller i in., 2007).
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7. Epigenetyczne przeprogramowanie telomeréw w chromosomach
uformowanych z somatogenicznej chromatyny jadrowej w rozwoju
osobniczym ssakow klonalnych

Niewyjasnionym dotychczas problemem pozostaje ,,epigenetyczny wiek”
sklonowanych zwierzat, ktory skorelowany jest, jak si¢ wydaje, z dlugoscia termi-
nalnych odcinkéw DNA okreslanych mianem telomeréw (Miyashita i in., 2002;
Kishigami i in., 2008). Telomery stanowia struktury deoksyrybonukleoproteinowe,
ktorych zadaniem jest niezbedna do zaj$cia nie tylko wolnej od mutacji replikacyj-
nej rundy DNA genomowego, lecz takze kariokinetycznego rozdzialu/segregacji
chromosomoéw, stabilizacja struktury oraz konformacji chromatyny jadrowej
w okresie podzialowym cyklu mitotycznego komoérki (Bekaert i in., 2004; Scha-
etzlein i Rudolph, 2005). Replikacja linearnego DNA eukariotycznej chromatyny
jadrowej napotyka na problem polegajacy na tym, ze koniec 5’ nici opéznionej nie
moze ulec replikacji z powodu braku miejsca dla startera RNA inicjujacego repli-
kacje. Odcinek starterowy RNA syntetyzowany jest na matrycy opdznionej nici
DNA przez tzw. prymaze, czyli polimerazg RNA, ktorej role pelni polimeraza
DNA a. Powoduje to niebezpieczenstwo, ze chromosomy komorek somatycznych
beda ulegaty skroceniu z kazda rundg replikacyjng, a tym samym bedg tracity in-
formacj¢ genetyczng. W komorkach somatycznych ssakow klasyczna izoforma o
polimerazy DNA nie posiada zdolno$ci do replikacji semikonserwatywnej (potza-
chowawczej) konca 5’ syntetyzowanego we fragmentach fancucha DNA op6znio-
nego replikacyjnie w stosunku do konca 3’ kopiowanej w sposob ciagly nici wio-
dacej (Betts i in., 2006; Gomes i in., 2011). W konsekwencji w kazdym cyklu po-
dzialowym komorki nieodtwarzane telomerowe sekwencje DNA ulegajg sukce-
sywnej utracie. Z tego tez wzgledu dlugos¢ telomeréw stanowi rodzaj swoistego
»fizjologicznego zegara mitotycznego” komorki. Skracanie regionow telomero-
wych chromosoméw jest skorelowane pozytywnie z liczbg podziatdéw komorko-
wych, a gdy dlugos¢ telomeréw osigga krytyczny punkt restrykcyjny/kontrolny
w aktywnej kariokinetycznie komorce somatycznej, sygnalizuje to zaprogramowa-
ny epigenetycznie w strukturze/konfiguracji przestrzennej i funkcjach telomeréw
moment utraty stabilno$ci chromatyny jadrowej oraz uruchomienie w komorce
procesu tzw. starzenia replikacyjnego (Lanza i in., 2000b; Kiihholzer-Cabot
i Brem, 2002; Kishigami i in., 2008). Do charakterystycznych cech komérek, ktore
ulegaja progresywnemu starzeniu replikacyjnemu, nalezy zaliczy¢ znaczne zwigk-
szenie Srednicy i silnie sptaszczony ksztatt, spowodowany drastycznym wzrostem
objetosci ich cytozolu. Te wszystkie wyzej wspomniane transformacje epigene-
tyczne, genetyczne, cytofizjologiczne, morfologiczne oraz ultrastrukturalne, jakie
zachodzg w starzejacych si¢ komorkach, prowadza w pierwszej kolejnosci do
gwalttownego ostabienia tempa wewnatrzkomorkowych proceséw anabolicznych
oraz do szybkiego spowolnienia kinetyki ich podziatow mitotycznych, a w dalszym
etapie — do nieodwracalnego zahamowania ich aktywnos$ci metabolicznej oraz
proliferacyjnej. W nastgpstwie jednego podwojenia populacji hodowanych in vitro
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komorek fibroblastycznych tkanki skornej dorostych osobnikéw ssakow, dtugosé
telomerow ulega skroceniu o okoto 48 par nukleotydow DNA jadrowego (Xu
i Yang, 2001; Jeon i in., 2005).

Telomeraza jest rybonukleoproteinowym kompleksem enzymatycznym,
ktory wykazuje pelng aktywnos$¢ odwrotnej transkryptazy RNA oraz integrazy
DNA tylko w komoérkach ptciowych i zarodkowych, czeSciowa — w somatycznych
komorkach plodowych (ulegajacych tkankowo-swoistej cytodyferencjacji), nato-
miast w komorkach somatycznych dorostych osobnikéw nastepuje catkowity zanik
aktywnosci biokatalitycznej tego enzymu (Cui i in., 2003; Jiang i in., 2004a; Betts
iin., 2006). Funkcja telomerazy jest odtwarzanie, na drodze odwrotnej transkrypcji
wlasnej matrycy RNA, pierwotnej dtugosci telomerow DNA poprzez synteze de
novo (reduplikacje) utraconych — w wyniku podzialu mitotycznego lub mejotycz-
nego komorek ptciowych lub mitotycznych cykli blastomerow w okresie bruzdko-
wania zarodkOw — powtarzajacych si¢ tandemowo, nickodujacych telomerowych
sekwencji DNA (5’-TTAGGG-3"). W ostatniej fazie replikacji poélzachowawczej
DNA, koniec 3’ nici wiodgcej wystaje poza koniec 5° nici opdznionej. Telomeraza
zawiera czasteczke RNA, ktora jest czgsciowo komplementarna do tandemowo
powtarzajacej si¢ krotkiej sekwencji 5’-TTAGGG-3’°, wystepujacej na koncu 3’
nici wiodacej, dlatego tez wydtuza ni¢ wiodaca telomerowego regionu DNA, uzy-
wajac RNA jako matrycy. Nastepnie enzym odlacza si¢ i wigze z nowym koncem
telomerowym, wydtuzajac ni¢ wiodaca. Proces wydtuzania moze zachodzi¢ setki
razy, zanim telomeraza ostatecznie oddysocjuje. Wydtuzona, odtworzona ni¢ wio-
daca stuzy nastepnie jako matryca do replikacji konca 5’ nici opdznionej, katalizo-
wanej przez polimeraz¢ DNA o. Te dwa procesy, w czasie ktorych konce 5> DNA
ulegaja skroceniu podczas podstawowej replikacji semikonserwatywnej i wydtuze-
niu wskutek aktywnosci telomerazy, sa wzajemnie zrownowazone, dzigki czemu
catkowita dtugo$¢ chromosomoéw pozostaje w przyblizeniu taka sama (Betts i in.,
2001; Jeon i in., 2005). Z kolei brak aktywnosci telomerazy w komoérkach soma-
tycznych, stanowiagcych zrodlo dawcoéw jader w procedurze klonowania, a takze
$cisle ograniczona czasowo i przestrzennie dlugos$¢ sekwencji telomerowych DNA
jadrowego sg epigenomowo-uwarunkowanymi czynnikami limitujacymi zywot-
no$¢, tempo proliferacji oraz liczbe cykli podziatlowych okreslonej komorki przed
osiaggnigciem przez nig krytycznego momentu maksymalnego skrocenia telome-
row, ktory jest jednoczesnie kontrolnym punktem mitotycznym, sygnalizujagcym
rozpoczecie 1 nieodwracalno$é procesu replikacyjnego starzenia komorki (Kiihhol-
zer-Cabot 1 Brem, 2002; Bekaert i in., 2004).

Problem skracania si¢ telomerow i replikacyjnego starzenia si¢ komorek
somatycznych zaobserwowano w chromosomach owcy Dolly, pierwszego sklono-
wanego ssaka (Shiels i in., 1999; Wilmut i in., 2002). Okazato si¢ bowiem, Ze te-
lomery w chromosomach klonalnej maciorki Dolly (w wieku 3 lat) byly znacznie
krétsze od diugosci telomeréw w chromosomach osobnikdéw pochodzacych z gru-
py kontrolnej (bgdacych w tym samym wieku i urodzonych wskutek naturalnego
rozrodu). Ponadto dlugo$¢ telomerow w chromosomach Dolly byta zblizona do
dhugosci telomerow w chromosomach komorek 6-letniej owcy, wykorzystanej jako
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dawca komoérek somatycznych w procedurze klonowania. W momencie przepro-
wadzania molekularnej analizy telomerow Dolly miata zatem 3 lata, a jej wiek
epigenetyczny odpowiadat rzeczywistemu wiekowi 9-letniej owcy (komoérki soma-
tyczne Dolly byly o 6 lat starsze epigenetycznie niz ona sama). Urodzona 5 lipca
1996 r. Dolly przezyta nieco ponad 6,5 roku i zostata poddana eutanazji w dniu 14
lutego 2003 r. z powodu zdiagnozowania u niej ztosliwego nowotworu ptuc Ja-
agsiekte (owczego gruczolakoraka phluc). Czynnikiem etiologicznym tej przewle-
klej, zakaznej i $miertelnej choroby nowotworowej ptuc u owiec jest retrowirus
JSRV (ang. Jaagsiekte sheep retrovirus), odpowiadajacy za onkogenng transfor-
macj¢ komorek nabtonka oskrzeli, tj. pneumocytéw typu Il oraz oskrzelikowych
komorek maczugowatych. Z jednej strony, do roku 2000 Dolly urodzita tacznie 6
jagniat (w tym bliZnieta i trojaczki), a wigc zachowata zdrowie reprodukcyjne oraz
charakteryzowala si¢ wysoka ptodnoscig i plennoscia, czyli jej zdolno$ci rozrodcze
po osiggnieciu dojrzatosci piciowej 1 hodowlanej (rozptodowej) nie byly uposle-
dzone. Z drugiej jednak strony, w roku 2001, w tylnych konczynach pigcioletniej
wowczas Dolly wykryto pierwsze objawy przewleklej choroby zwyrodnieniowe;j
stawow (osteoartrozy) o podlozu autoimmunologicznym, jakg jest reumatoidalne
zapalenie stawow, czyli artretyzm. Warto podkresli¢, Zze schorzenie to wystepuje
stosunkowo czesto u owiec roznych ras, jednak zwykle nie pojawia si¢ u osobni-
kéw milodszych niz dziesigcioletnie. Powstajg zatem dwa nastgpujgce pytania:
Czyzby zamiast oczekiwanych 12—15 lat (tyle wynosi bowiem przeci¢tna dlugosc¢
zycia owiec rasy Finn-Dorset, ktorej przedstawicielem byla maciorka-dawca ko-
morki somatycznej w procedurze klonowania), Dolly zyta o okoto 6 do 9 lat kro-
cej? Czyzby wykazywata ona szybko postepujace symptomy — bedacego nastep-
stwem klonowania somatycznego — przedwczesnego, anatomicznego i fizjologicz-
nego starzenia si¢ calego organizmu lub tylko niektorych jego cze$ci, tkanek oraz
narzadoéw? Rezultaty doswiadczen ukierunkowanych na okreslenie ,,wieku telome-
rowego” owcy Dolly $wiadczytyby o tym, ze zwierze sklonowane w wyniku trans-
plantacji, do enukleowanego oocytu, jadra komorki somatycznej (pochodzacej od
dorostego osobnika) jest obcigzone epigenetycznie, a w konsekwencji takze gene-
tycznie, wiekiem dawcy somatogenicznego DNA genomowego, czyli w chwili
urodzenia epigenetycznie/genetycznie jest juz znacznie starsze niz w czasie rze-
czywistym (Shiels 1 in., 1999; Cui i in., 2003). Jednakze te informacje, dotyczgce
owiec klonalnych, nie znalazty odzwierciedlenia w badaniach nad chromosomami
wyizolowanymi z komorek somatycznych, pochodzacych od bydta klonalnego.
Z badan Lanzy i in. (2000b), przeprowadzonych na chromosomach cielgt klonal-
nych, ktére zostaty uzyskane na skutek rekonstrukcji enukleowanych oocytow
z jader komorek fibroblastycznych, wywodzacych si¢ z dlugotrwatych hodowli in
vitro, wynikato, ze telomery tych mlodocianych osobnikéw majg dtugos¢ przekra-
czajacg nawet nieznacznie dtugos¢ telomeréw w chromosomach zwierzat kontrol-
nych, mimo Zze chromosomy komorek-dawcow jader byty niemal catkowicie po-
zbawione telomerow. Analizy te potwierdzity, ze koncowe odcinki chromosomow
sg skutecznie resyntetyzowane w blastomerach bydlecych zarodkéw klonalnych,
przy udziale wysoce aktywnych telomeraz. Podobnie eksperymenty Tian i in.
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(2000) wykazaly, ze dlugos¢ telomerow w chromosomach 4 zyjacych (ok. 15,4
kpz) oraz 6 padlych osobnikéw (ok. 15,9 kpz) sposrod 10 urodzonych cielat klo-
nalnych (uzyskanych z zarodkow zrekonstruowanych z jader fibroblastow tkanki
skorno-powlokowej ucha lub z jader komoérek wzgorka jajono$nego, wyizolowa-
nych z antralnych pecherzykow jajnikowych 13-letniej krowy) nie tylko nie réznita
si¢ znaczgco od dtugosci telomerow, charakterystycznej dla chromosomoéow zwie-
rzat kontrolnych (ok. 14,7 kpz), lecz takze istotnie przewyzszata (o ok. 3-3,5 kpz)
dhugos¢ telomeréw w chromosomach starzejacej si¢ krowy (ok. 12,4 kpz), ktora
byta dawczynig komorek somatycznych, uzytych do zabiegu klonowania. Kato i in.
(2000) udowodnili natomiast, ze u bydta klonalnego do skracania dlugosci telome-
row dochodzi tylko w tych tkankach, jakie odpowiadaja tkankom, z ktorych biopta-
tow wyprowadzono hodowle pierwotne, a z nich linie/szczepy komoérek somatycz-
nych, stanowigcych zroédto dawcow jader wykorzystanych w procedurze klonowa-
nia.

Dhugos¢ telomeréw w chromosomach komorek pochodzacych z linii klo-
nalnych wyprowadzonych z bioptatow tkanki skornej, pobranych zarowno od 4
sklonowanych $win transgenicznych (wykazujacych ekspresj¢ eGFP) uzyskanych
z zarodkow zrekonstruowanych z jader transfekowanych fibroblastow ptodowych,
jak 1 od 2 transgenicznych $win uzyskanych z zarodkow zrekonstruowanych z ja-
der fibroblastow skory nowonarodzonych $win, byla ekwiwalentna z dlugoscig
telomerow w chromosomach komorek dermalnych, wywodzacych si¢ od osobni-
kow kontrolnych w tym samym wieku i uzyskanych w wyniku rozrodu naturalne-
g0. Z kolei dwa osobniki klonalne, ktore padty w okresie 3 do 7 dni po urodzeniu,
miaty koncowe odcinki chromosomow takiej samej dlugosci jak telomery w chro-
mosomach ptodow w III trymestrze cigzy (Jiang i in., 2004a). Analiza terminal-
nych fragmentéw restrykcyjnych (TRF assay; ang. terminal restriction fragment
assay) w genomowym DNA komorek pochodzacych z bioptatow roznych orga-
néw/tkanek ptodow klonalnych (gonady, serce, watroba, ptuca, nerki i skora) po-
twierdzita, ze dtugos¢ telomeréw w chromosomach pozostaje na jednakowym po-
ziomie we wszystkich liniach komoérkowych, powstajagcych w wyniku cytodyferen-
cjacji przebiegajacej w catym okresie fetogenezy. Powodem tego okazuje si¢ by¢
wysoka efektywno$¢ odtwarzania pierwotnej dlugosci koncowych odcinkow
chromosoméw za posrednictwem aktywnej izoformy enzymu telomerazy w inter-
fazowym cyklu replikacyjnym DNA jadrowego w roznicujacych si¢ i zasiedlajg-
cych nowe nisze tkankowe komorkach somatycznych, ktore sg zaangazowane
w wieloetapowe procesy histo- 1 organogenezy. W okresie postnatalnym telomery
ulegaja natomiast stopniowemu skracaniu wraz z kazdym kolejnym podzialem
mitotycznym komorek somatycznych, a redukcja dlugosci telomerow przebiega
w sposob tkankowo-specyficzny. Swiadczy to o zahamowaniu aktywnosci biokata-
litycznej telomerazy w zréznicowanych liniach komorek somatycznych, wyprowa-
dzonych z eksplantow tkanki skornej oraz roznych narzadéw wewnetrznych, po-
branych od loszek i knurkéw, zaréwno przed, jak i po osiagnigciu dojrzatosci
ptciowej (Jiang i in., 20044a; Jeon i in., 2005; Kurome i in., 2008).
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8. Podsumowanie: Rola epigenetycznego dziedziczenia strukturalno-
funkcjonalnych rearanzacji DNA genomowego w klonowaniu soma-
tycznym ssakoéw oraz znaczenie sztucznej modulacji/transformacji epi-
genomowej komorek-dawcow jader, oocytow-biorcow jader i aktywo-
wanych cybryd klonalnych

Przed- 1 poimplantacyjne zdolnosci rozwojowe zarodkoéw uzyskiwanych
technikami klonowania somatycznego s3 w znacznym stopniu ograniczone ich
niskg jako$cig morfologiczng, ktora mierzona jest calkowitg liczbg blastomerow
badZ stosunkiem ilosciowym komorek wezta zarodkowego (embrioblastu) do ko-
morek trofoektodermalnych. Wydaje si¢, ze jedna z glownych przyczyn niskiej
kondyc;ji strukturalno-funkcjonalnej klonalnych zarodkow ssakow jest niepetne lub
nieprawidlowe przemodelowanie architektoniczne, a takze epigenetyczne przepro-
gramowanie aktywnos$ci transkrypcyjnej genomu jader komorek somatycznych
w cytoplazmie zrekonstruowanych oocytow, a nastgpnie w cytoplazmie blastome-
row dzielacych si¢ zarodkéw (Bonk i in., 2007; Kumar i in., 2007; Yamanaka i in.,
2009).

Czynnikiem determinujagcym zaré6wno potencjal rozwojowy, jak i jakosc¢
klonalnych zarodkéw ssakow jest stopien zaawansowania epigenetycznych mody-
fikacji genomowego DNA somatycznych komorek-dawcow jader w warunkach ich
dlugotrwatej hodowli in vitro. Powszechnie stosowane metody synchronizacji cy-
klu mitotycznego hodowanych komorek somatycznych w fazach GO/G1 lub
G1/GO, takie jak: glodzenie lub inhibicja kontaktowa ich aktywnosci podziatowe;,
mogg prowadzi¢ do znacznego wyciszenia tkankowo-specyficznej ekspresji gendow
DNA jadrowego i mitochondrialnego (Samiec i Skrzyszowska, 2013; Samiec i in.,
2013a, b; Kungulovski i Jeltsch, 2016). Oslabienie aktywno$ci transkrypcyjnej
genomu komoérek somatycznych moze by¢ wynikiem drastycznego wzrostu nate-
zenia kowalencyjnych modyfikacji w ich profilu epigenetycznym. Do najistotniej-
szych z tych modyfikacji nalezy zaliczy¢ hipermetylacj¢ reszt cytozyny DNA oraz
hipoacetylacj¢ reszt lizyny histonéw rdzenia nukleosomowego chromatyny jadro-
wej (Santos i in., 2003; Rybouchkin i in., 2006; Wee i in., 2007; Nashun i in.,
2015). Niemniej jednak te negatywne w skutkach nasilone zmiany epigenetyczne
w wielu regionach genomowego DNA hodowanych in vitro komoérek-dawcow
jader mozna powstrzymac poprzez ich sztuczng modulacje epigenomows, efektem
ktorej wydaje si¢ by¢ stosunkowo trwate przywrocenie dynamicznej réwnowagi
biochemicznej na poziomie metylacji DNA oraz acetylacji biatek histonowych
(Armstrong i in., 2006; Eilertsen i in., 2007; Zhao i in., 2010a). Taka ektopowa
modulacja epigenomowo-zaleznego profilu aktywnosci transkrypcyjnej genow
DNA jadrowego w komorkach somatycznych moze by¢ skutecznie przeprowadza-
na za posrednictwem syntetycznych analogow endogennych zwigzkow odwracal-
nie hamujacych aktywnos¢ deacetylaz histonow (HDACs) (Li i in., 2008; Martinez
Diaz i in., 2010; Su i in., 2011; Song i in., 2014). Wsréd najbardziej znanych
sztucznych modulatoréw epigenetycznych nalezy wymieni¢ zaréwno standardowe
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inhibitory HDAC:s, takie jak trichostatyna A (TSA), jak i ich nowych przedstawi-
cieli, tj. skryptaid lub kwas walproinowy/walproinian sodu (VPA/SV) (Costa-
Borges i in., 2010; Wang i in., 2011a, b; Sangalli i in., 2014; Wen i in., 2014; Sa-
miec i in., 2015).

Standardowe i nowe inhibitory HDAC:s, tj. odpowiednio: TSA 1 skryptaid
lub VPA/SV, moga zosta¢ uzyte nie tylko do egzogennej transformacji profilu
pamigci epigenetycznej (tzn. schematu acetylacji histondw oraz metylacji DNA)
hodowanych ex vivo somatycznych komorek-dawcow jader, lecz takze do epigene-
tycznej transformacji komoérkowej pamigci dojrzewajacych in vitro oocytow
o profilu aktywnosci transkrypcyjnej DNA genomowego. Wykorzystanie sztucz-
nych modulatoréw epigenetycznego przemodelowania/przeprogramowania chro-
matyny jadrowej hodowanych in vitro oocytow wydaje si¢ mie¢ korzystny wpltyw
na osiggnig¢cie przez nie stanu koordynacji migdzy dojrzatoscig epigenomowa
a dojrzaloscia jadrowo-cytoplazmatyczng (Bui i in., 2007; Reik, 2007; Andreu-
Vieyra i Matzuk, 2007; Prather i in., 2009; Yamanaka i in., 2009; Samiec i Skrzy-
szowska, 2012). Syntetyczne modulatory procesow epigenetycznych modyfikacji
kowalencyjnych biatek histonowych rdzenia nukleosomowego chromatyny jadro-
wej, tj. deacetylacji/acetylacji reszt lizyny histonow H3 i H4, moga zosta¢ uzyte
rowniez w celu wywotania wzrostu nat¢zenia epigenomowo-uwarunkowanej eks-
presji gendow w hodowanych in vitro klonalnych zarodkach ssakéw (Ding i in.,
2008; Kim i in., 2011; Liu i in., 2012; Narbonne i in., 2012).

Cofnigcie transkrypcyjnego ,,zegara biologicznego” genomu komorek so-
matycznych, ktore utracily juz swoja totipotencj¢ lub pluripotencje w procesie
roznicowania, do statusu jadra zygoty, musi obejmowac zaréwno epigenetyczne
przemodelowanie chromatyny jadrowej, jak i przeprogramowanie genomu w celu
pelnego przywrocenia zarodkowego wzorca ekspresji genéow (Corry 1 in., 2009;
Lorthongpanich i in., 2010; Rodriguez-Osorio i in., 2012; Gonzales-Cope 1 in.,
2016). Suplementacja pozywki do hodowli in vitro zarodkow klonalnych ektopo-
wymi modulatorami epigenetycznymi z rodziny inhibitorow HDACs utatwia zatem
znacznie architektoniczne przemodelowanie chromatyny jadrowej oraz przepro-
gramowanie pamigci epigenetycznej jader komorek somatycznych do zarodkowe-
go wzorca transkrypcyjnej aktywnos$ci genomu (Zhao i in., 2009, 2010a, b; Costa-
Borges i in., 2010; Das i in., 2010; Su i in., 2011; Park i in., 2012; Song i in.,
2014). Prawidlowy schemat mechanizmu pelnego przeprogramowania profilu pa-
migci epigenetycznej jader komorek somatycznych w zarodkach klonalnych moze
bowiem zaj$¢ poprzez zwickszenie czgstotliwosci pasywnej demetylacji reszt cyto-
zyny DNA 1 reszt lizyny histonéw, nasilenie metylacji reszt argininy histondw,
a takze oslabienie nat¢zenia deacetylacji (tj. hiperacetylacj¢) reszt lizyny histonow
chromatyny komorek-dawcow jader oraz zarodkow, ktore uprzednio poddano eg-
zogennym modyfikacjom epigenomowym. Schemat ten z kolei prowadzi do bez-
btednej rekapitulacji ekspresji genow w nastgpstwie ich calkowitego odroznicowa-
nia na poziomie epigenetycznym i ponownego uaktywnienia si¢ transkrypcyjnie
uspionych sekwencji kodujacych DNA jader komorek somatycznych w przedim-
plantacyjnej fazie rozwoju zarodkoéw klonalnych (Cervera i in., 2009; Van Thuan
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iin., 2009; Dai i in., 2010; Wang i in., 2011a; Kumar i in., 2013; Samiec i in.,
2015; Loi i in., 2016).

Na obecnym etapie badan biotechnologiczne mozliwosci klonowania so-
matycznego ssakow, w tym roéznych gatunkow zwierzat gospodarskich (bydlo,
owce, kozy, $winie, kroliki i konie), przekroczyly znacznie zrozumienie biologicz-
nych uwarunkowan, a w szczeg6lnosci aspektow molekularnych rozwoju zarod-
kowego. Wcigz nie wiadomo, czy réznice w kompetencjach rozwojowych cybry-
dowych zygot klonalnych zrekonstytuowanych z jader réznych typoéw komorek
somatycznych wynikajg z odmiennej podatnosci ich genomu jadrowego oraz mito-
chondrialnego na epigenetyczne przemodelowanie i przeprogramowanie w blasto-
merach przedimplantacyjnych zarodkow, czy tez odgrywaja tu role jakies inne
dotychczas nierozpoznane czynniki (Campbell i Alberio, 2003; Yang i in., 2007;
Shi i Wu, 2009; Buganim i in., 2013). Jednakze to wtasnie klonalne zarodki ssa-
kéw sg doskonatym obiektem do analizy czynnikéw warunkujacych wilasciwe
przeprogramowanie epigenomowo-zaleznej aktywnosci transkrypcyjnej DNA ko-
moérek somatycznych. Wiedza ta moze przyczyni¢ si¢ do pelniejszego poznania
molekularnych mechanizméw tego procesu réwniez w odniesieniu do zarodkow
uzyskiwanych w wyniku zaptodnienia (Dean i in., 2003; Bonk i in., 2008; Whi-
tworth i Prather, 2010; Deshmukh i in., 2011).
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9. Abstract of monograph

While tremendous progress in the field of somatic cell cloning has been
achieved during the past few years with the birth of numerous offspring of different
mammalian species worldwide, the overall efficiency of SCNT in mammals re-
mains disappointingly low. The current high incidence of pre- and/or
postimplantation embryonic, foetal as well as perinatal abnormalities limits the
practical applications of somatic cell cloning and contributes to the negative per-
ception of this assisted reproductive technology (ART) to society. The aims are to
understand the mechanisms involved in the aberrations for both wide epigenetic
transcriptional reprogramming of donor cell-descended nuclear DNA and differen-
tial (maternal or paternal) expression patterns of several imprinted (i.e.,
uniparentally-exprimed) genes that can lead to the pathologic syndromes in cloned
foetuses and neonates.

The dynamic, several-step epigenetic modifications of donor genome after
SCNT (i.e., clonal cybrid reconstruction) include, among others, processes of
chromatin architectural remodeling, global changes in overall DNA methylation
status, uniparental (monoallelic) expression of imprinted genes, restoration of te-
lomere length, and also X chromosome inactivation in female clones. All these
events that take place synchronously with donor nuclear cycle progression in the
cytoplasmic microenvironment of embryonic cells give rise to global rearrange-
ment of the somatic genetic apparatus, at various stages of pre- and
postimplantation development.

The expression profiles of different genes of somatic cell nuclear genome
that are important for embryonic and foetal development or conceptus survival rate
should be studied more closely in the early stages of cloned embryos. So far, how-
ever, the precise mechanism for the epigenetic anomalies in the nuclear transfer-
derived embryos remains unclear. The characterization of more epigenomic param-
eters that affect the low developmental competences of the SCNT-derived embry-
os/foetuses, the lethal anatomo- and histopathological defects in the foetal and
extrafoetal (placental) tissues as well as the high peri-implantation or perinatal
mortality rates and immune dysfunctions in resultant abnormal or de-
ceased/stillborn cloned offspring helps the current somatic cell nuclear transfer
technology to identify its problems and to address what should be done to resolve
them. It is reasonable that preimplantation cloned embryos are one of the most
valuable tools for studies focused on the epigenetic remodeling/reprogramming
degree of somatic cell nuclei and parentally-dependent expression levels of donor
DNA imprinted genes. Therefore, to improve the efficiency of the present animal
cloning methods, more extensive investigations should be performed in order to
elucidate all the molecular mechanisms underlying and in order to detect/recognize
all the intrinsic biochemical factors determining architectural remodeling and tran-
scriptional reprogramming for epigenetic and parental (gametic) imprinting
memory of donor cell genome during early embryogenesis.
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Incomplete and aberrant reprogramming of epigenetic memory of somatic
cell nuclei in preimplanted nuclear-transferred (NT) embryos is one of the most
important factors that limit the cloning effectiveness. The extent of epigenetic ge-
nome-wide alterations involving DNA methylation and histone deacetylation that
are mediated by DNA methyltransferases (DNMTs) and histone deacetylases
(HDACS) can be modulated/reversed via exogenous inhibitors of these enzymes
throughout in vitro culture of nuclear donor cells, nuclear recipient oocytes and/or
cloned embryos. The use of the artificial modifiers of epigenomically-conditioned
gene expression leads to inhibition of both chromatin condensation and transcrip-
tional silencing the genomic DNA of somatic cells that provide a source of nuclear
donors for reconstruction of enucleated oocytes and generation of cloned embryos.
The onset of chromatin decondensation and gene transcriptional activity is evoked
by non-specific/non-selective blocking the activity of either DNMTs by 5-aza-2’-
deoxycytidine (5-aza-dC), zebularine, S-adenosylhomocysteine (SAH) or HDACs
by trichostatin A (TSA), valproic acid/sodium valproate (VPA/SV), scriptaid, ox-
amflatin, sodium butyrate (NaBu) and m-carboxycinnamic acid bishydroxamide
(CBHA). Epigenomic modulation (epigenetic transformation) of nuclear donor
cells, nuclear recipient cells and/or cloned embryos may facilitate and accelerate
the reprogrammability for gene expression of donor cell nuclei that have been
transplanted into a host ooplasm and subsequently underwent dedifferentiating and
re-establishing the epigenetically dependent status of their transcriptional activity
during pre- and postimplantation development of NT embryos. Nevertheless,
a comprehensive additional work is necessary to determine whether failures in the
early-stage reprogramming of somatic cell-inherited genome are magnified down-
stream in development of cloned conceptuses and neonates.

Cumulatively, at the present stage of investigations, biotechnological pos-
sibilities of the strategies used for somatic cell cloning of mammals exceeded the
understanding of molecular mechanisms underlying epigenetic remodeling and
reprogramming of donor cell genome in nuclear transfer-derived oocytes and em-
bryos. Therefore, it is beyond any doubt that reprogramming of overall epigenetic
and specific parental genomic imprinting memory of somatogenic DNA can be
found to be one of the most important obstacles for achieving satisfactory effec-
tiveness of SCNT technology in different mammalian species. This effectiveness is
measured by the relatively high rate of the cloned progeny born in relation to the
number of enucleated oocytes reconstituted with the somatic cell nuclei.
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Dr hab. Marcin Samiec

Dr hab. Marcin Samiec ukonczyt w 2002 r. Wydziat Hodowli i Biologii
Zwierzat Akademii Rolniczej w Krakowie (specjalnos¢: biologia rozrodu zwie-
rzat). Prace magisterska, obroniong z wyr6znieniem, pt.: ,, Wykorzystanie komorek
wzgorka jajono$nego w klonowaniu somatycznym $win” wykonal w Zaktadzie
Fizjologii Rozrodu Zwierzat Instytutu Zootechniki — Panstwowego Instytutu Ba-
dawczego (IZ PIB) w Balicach. Zdobyla ona I nagrode (w kategorii Genetyka
zwierzat) w konkursie na najlepsza prace magisterska w Polsce w latach 2002—
2003, organizowanym przez Polskie Towarzystwo Zootechniczne. Badania zreali-
zowane w ramach jego pracy magisterskiej doprowadzily do uzyskania w 2002 r.
pierwszych w Polsce klonalnych blastocyst $§wini po zastosowaniu standardowe;j
techniki klonowania somatycznego. W latach 20022006 odbyt studia doktoranc-
kie w IZ PIB. Stopien doktora nauk rolniczych Rada Naukowa IZ PIB nadata mu
w 2007 r. na podstawie rozprawy doktorskiej pt.: ,,Wptyw aktywacji oocytow re-
konstytuowanych z jader komorek somatycznych na procesy apoptozy w zarod-
kach klonalnych $wini”. W 2014 r. uzyskat stopien dr. hab. n. roln. w dyscyplinie
zootechnika (specjalno$¢: rozrod zwierzat), na podstawie oceny ogoélnego dorobku
naukowo-badawczego, kolokwium habilitacyjnego i przedtozonej rozprawy habili-
tacyjnej pt.: ,,Rozwoj in vitro nietransgenicznych i transgenicznych zarodkow klo-
nalnych $wini w zalezno$ci od przyjetej strategii aktywacji oocytow”. W Dziale
Biotechnologii Rozrodu Zwierzat 1Z PIB jest zatrudniony od 2006 r.

Dr hab. Marcin Samiec bierze aktywny udzial w pracach z zakresu rozwoju
zaawansowanych technologii wspomaganego rozrodu zwierzat gospodarskich
i innowacyjnych technik genetycznej inzynierii embrionalnej, takich jak: we-
wnatrz- 1 migdzygatunkowe klonowanie somatyczne oraz transgeneza §win, koz,
krolikoéw 1 koni, wnoszac do tych prac wiele samodzielnych twoérczych inicjatyw.
W efekcie wlasnych prac naukowo-badawczych z zakresu klonowania §win opra-
cowal oryginalng metode sekwencyjnej aktywacji fizykochemicznej rekonstytu-
owanych oocytéw. Wyniki tych eksperymentow, w ktorych R-roskowityna zostata
po raz pierwszy wykorzystana w klonowaniu somatycznym ssakow do sztucznej
aktywacji cybryd klonalnych $wini, zostaty opublikowane w 2012 r. w Theriogeno-
logy. Opracowat rOwniez nowg efektywng metod¢ pseudofizjologicznej (biologicz-
nej) aktywacji transkomplementarnej zrekonstruowanych oocytow §wini poprzez
ich elektrofuzje z cytoplastami wyizolowanymi z zygot krolika. Skutkowata ona
zwigkszeniem potencjatu rozwojowego in vitro oraz jakos$ci transgenicznych i nie-
transgenicznych zarodkéw klonalnych $wini (Polish Journal of Veterinary Scien-
ces, 2012; Reproductive Biology, 2014). Biologiczna aktywacja rekonstytuowa-
nych oocytow poprzez docytoplazmatyczng mikroiniekcje ekstraktow cytozolowo-
nukleoplazmatycznych zygot, stosowana w klonowaniu somatycznym ssakow,
w tym $wini, jest przedmiotem patentu udzielonego w 2014 r. na rzecz 1Z PIB
przez Urzad Patentowy RP. Oryginalnym osiggni¢ciem badawczym dr. hab. Mar-
cina Samca bylo wykorzystanie po raz pierwszy w $wiecie wysoko efektywnej
metody nukleofekceji do transgenizacji in vitro komoérek somatycznych — dawcow
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jader, w celu uzyskiwania transgenicznych zarodkéw klonalnych $wini, wykazuja-
cych 100% ekspresje transgenu reporterowego biatka eGFP (Theriogenology,
2008). Badania prowadzone przy udziale dr. hab. Marcina Samca doprowadzity
w 2005 r. do narodzin pierwszych w Polsce ko6z klonalnych, uzyskanych w wyniku
zastosowania standardowej techniki klonowania somatycznego. Dr hab. Marcin
Samiec wspdtuczestniczyt ponadto w opracowaniu nowatorskiej metody chimero-
wego klonowania somatycznego, efektem ktorej byto uzyskanie w 2003 r. po raz
pierwszy na $wiecie transgenicznych krolikow (Biology of Reproduction, 2006). Za
prace z zakresu rozwoju nowych metod, stuzacych zwigkszaniu efektywnosci uzy-
skiwania transgenicznych zarodkdéw i potomstwa zwierzat gospodarskich (krolik,
$winia, koza) technikami klonowania somatycznego dr hab. Marcin Samiec zostat
w 2009 r. uhonorowany glowna nagroda dla wybitnych miodych naukowcow
w Polsce w ramach VII edycji prestizowego Konkursu, organizowanego przez
Fundacjg ,,Pro Scientia et Vita” Cztonkow Wydziatu V Nauk Rolniczych, Le$nych
i Weterynaryjnych PAN. Ponadto, w 2011 r. zostal odznaczony Brazowym Krzy-
zem Zastugi. Ostatnio prace naukowo-badawcze dr. hab. Marcina Samca skupiajg
si¢ na wykorzystaniu mezenchymalnych komoérek macierzystych szpiku kostnego
jako dawcow jader w procedurze wewnatrzgatunkowego klonowania somatyczne-
go (w uktadzie homologicznym $winia—§winia) oraz mi¢dzygatunkowego klono-
wania somatycznego (w ukltadzie heterologicznym: $winia—bydlo). Kolejnym
kierunkiem badan dr. hab. Marcina Samca jest okreslenie wptywu indukowalnych
modulacji epigenetycznych komoérek-dawcow jader (komorek fibroblastycznych
lub mezenchymalnych komoérek macierzystych), a takze dojrzewajacych in vitro
oocytow-biorcow jader na przedimplantacyjne zdolnosci rozwojowe, jakoS¢ cyto-
logiczng oraz stopien pluripotencji klonalnych zarodkow swini (Animal Science
Papers and Reports, 2012; BioMed Research International, 2015).

Dorobek publikacyjny dr. hab. Marcina Samca obejmuje 38 prac nauko-
wych, opublikowanych w latach 2003-2016 w prestizowych czasopismach zagra-
nicznych lub krajowych (w wigkszosci z Listy Filadelfijskiej), a takze 4 ksigzkowe
monografie naukowe, autorstwo lub wspotautorstwo 9 rozdziatdw w podreczni-
kach naukowych (wieloautorskich monografiach naukowych) i 3 wnioskow paten-
towych (w tym 2 patentéow), zarejestrowanych w Urzedzie Patentowym RP. Dr
hab. Marcin Samiec bierze aktywny udziat w licznych migdzynarodowych i krajo-
wych konferencjach oraz sympozjach naukowych. Jest autorem lub wspotautorem
75 doniesien naukowych i 36 referatow, opublikowanych w materiatach konferen-
cyjnych lub czasopismach z Listy Filadelfijskiej, a takze autorem lub wspotauto-
rem 29 publikacji w recenzowanych materiatach z migdzynarodowych konferencji
naukowych (czasopismach z Listy Filadelfijskiej), uwzglednionych w bazie Web of
Science. Uzyskana przez dr. hab. Marcina Samca warto$¢ indeksu Hirscha utrzy-
muje si¢ na poziomie 10 (wedtug bazy Web of Science; 2016 1.).
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Prof. dr hab. Maria Skrzyszowska

Prof. dr hab. Maria Skrzyszowska zajmuje si¢ problematyka wspomagane-
go rozrodu zwierzat laboratoryjnych i gospodarskich, w szczeg6lno$ci innowacyj-
nymi technikami inzynierii embrionalnej, takimi jak: klonowanie zarodkowe, klo-
nowanie somatyczne, a takze zaptodnienie oocytow ssakéw metoda docytoplazma-
tycznej iniekcji plemnikéw (ICSI). Znaczacym osiggnigciem badawczym prof.
Marii Skrzyszowskiej bylo opracowanie oryginalnej metody bisekcji zarodkow
bydlecych, ktora skutkowata radykalnym obnizeniem strat komorkowych, pono-
szonych w trakcie mikrochirurgicznego zabiegu dziclenia zarodka. Efektem badan
z tego zakresu byto uzyskanie pierwszych w Polsce monogenetycznych bliznigt
u bydta, zarowno po standardowej, jak i zmodyfikowanej bisekcji zarodkow. War-
tymi podkreslenia dokonaniami byly: uzyskanie pierwszych na $wiecie blastocyst
kota domowego technikg klonowania somatycznego, a takze uzyskanie pierwszych
w Polsce klonalnych blastocyst konia. Do najbardziej spektakularnych osiagnigc
prof. Marii Skrzyszowskiej nalezy opracowanie nowatorskiej metody chimerowego
klonowania somatycznego krolikow, w ktorej pojedynczy blastomer zarodka 2-
komorkowego wykorzystano jako biorce dla jadra transgenicznego fibroblastu
tkanki skornej. Uzyskane dwa genetycznie zmodyfikowane kroliki (wykazujace
ekspresje genu kodujacego ludzki hormon wzrostu — hGH, ukierunkowang na ko-
morki gruczotdéw mlekowych) byly pierwszymi ssakami na §wiecie, otrzymanymi
przy zastosowaniu tej oryginalnej strategii klonowania chimerowego.

Innym waznym osiaggnigciem badawczym bylo uzyskanie pierwszych
w Polsce koz klonalnych. W badaniach prowadzonych przy udziale prof. Marii
Skrzyszowskiej wykorzystano po raz pierwszy wysoko efektywna metod¢ nukleo-
fekcji do transgenizacji in vitro komérek somatycznych, dawcow jader w procedu-
rze klonowania $win. Na potrzeby klonowania somatycznego zwierzat gospodar-
skich, opracowano takze nowatorska metod¢ pseudofizjologiczng, transkomple-
mentarng do aktywacji zrekonstruowanych oocytow $wini, ktéra skutkowata po-
prawg jako$ci zarodkoéw klonalnych. Kolejnym istotnym dokonaniem naukowym
byto uzyskanie pierwszych w Polsce homo- i heterozygotycznych transgenicznych
blastocyst oraz ptodéw klonalnych §wini ze zhumanizowanym uktadem immuno-
logicznym.

Prof. dr hab. Maria Skrzyszowska posiada bogaty dorobek publikacyjny,
obejmujacy oryginalne prace tworcze i przegladowe. Ponadto jest autorem lub
wspotautorem rozdziatow do podrecznikow i licznych doniesien na konferencje
mi¢dzynarodowe, a takze wspotautorem 3 patentow migdzynarodowych, 2 paten-
tow krajowych i 1 wzoru uzytkowego.
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