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Wste;p wane na szera@k skak metody synchronizacji
cyklu mitotycznego hodowanych komorek-

Przed- i poimplantacyjne zdolém roz-  dawcow pder w fazach GO/G1 lub G1/GO, takie
wojowe zarodkéwéwini, uzyskiwanych techni- jak: gtodzenie lub zahamowanie kontaktowe ich
kami klonowania somatycznegg & znacznym aktywndci proliferacyjnej, mog mie¢ nieko-
stopniu ograniczone ich niskakaoécia morfolo-  rzystny wptyw na epigenomowo-zatey profil
giczm, ktora jest mierzona catkowiticzbg bla-  aktywndici transkrypcyjnej genow afirowego
stomeréw Bdz stosunkiem iléciowym komdrek i mitochondrialnego DNA poprzez drastyczne
wezta zarodkowego (embrioblastu) do komorekostabienie poziomu tkankowo-specyficznej eks-
trofoektodermalnych (Samiec, 2004; Bonk i in., presji genomu (Campbell i Alberio, 2003; Sa-
2007, 2008; Whitworth i Prather, 2010; Zhao miec, 2005; Skrzyszowska i in., 2006; Narbonne
iin., 2010 a). Wydaje sj ze jedn z gtéwnych i in., 2012). Obnienie aktywnéci transkrypcyj-
przyczyn niskiej kondycji strukturalno-funkcjo- nej genomowego DNA nie byt spowodowane
nalnej zarodkéw klonalnyckwini jest niepetne gwattownym wzrostem egstotliwosci takich
lub nieprawidtowe przemodelowanie architekto-zmian w pamjci epigenetycznej komorki, jak
niczne, a take epigenetyczne przeprogramowa- procesy metylacji reszt cytozyny DNA oraz pro-
nie aktywndci transkrypcyjnej genomuagler  cesy deacetylacji i metylacji reszt lizyny, azek
komorek somatycznych w cytoplazmie zrekon-procesy demetylacji reszt argininy histonow
struowanych oocytow, a naphie w cytopla- rdzenia nukleosomowego chromatynyrowej
zmie blastomeréw dzigtych sé zarodkow (Eilertsen i in., 2007; Yang i in., 2007 a; Wang
(Samiec i Skrzyszowska, 2005; Reik, 2007; Ce4 in., 2011 a,b; Rodriguez-Osorio i in., 2012).
rvera iin., 2009; Prather i in., 2009; YamanakaJednake, te szkodliwe dla funkcji fizjologicz-
iin., 2009). nych i przeywalnaosci komérek transformacije

Czynnikiem, determingcym zaréwno biochemiczne genomuagrowego, ktére gindu-
potencjat rozwojowy, jak i jak@ zarodkéw klo-  kowane w warunkach hodowin vitro, mazna
nalnych swini jest stopié zaawansowania epi- zahamowé, a nawet odwr6¢i ich przebieg
genetycznych modyfikacjiafirowego DNA ko- W kierunku wzrostu poziomu ekspresji genow,
moérek somatycznych — dawcéwdpr w warun-  korzystnego dla aktywrsoi metabolicznej i pro-
kach ich diugotrwatej hodowlin vitro. Stoso- liferacyjnej komorek.

"Prezentowana praca uzyskata wsparcie finansoweraddeego Centrum Badai Rozwoju (umowa nr
INNOMED/I/17/NCBR/2014) zesrodkéw Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospoderkamach Euro-
pejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego.
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Jednym ze sposobdéw odwrdcenia zaa-oraz zarodkow, ktére uprzednio poddano egzo-

wansowanych zmian we wzorcu kowalencyj-

nych modyfikacji epigenetycznychder komo-
rek somatycznych, ktére obejmugwattowry
metylacg DNA lub spadek poziomu acetylacji
biatek histonowych, wydaje giich ekspozycja

gennym modyfikacjom epigenomowym (Arm-
strong i in., 2006; Corry i in., 2009; Shi i Wu,
2009; Diao i in., 2013; Kumar i in., 2013).
Glowny kierunek badastanowito okre-
slenie wptywu nowych lub standardowych mo-

na dziatanie syntetycznych analogéw endogendulatoréw epigenetycznych z rodziny deacetylaz

nych zwihzkow odwracalnie hamagych aktyw-
nos¢ deacetylaz histonow (HDACs; argistone
deacetylasgs Wsrod najbardziej skutecznych

histonowych, tj. odpowiednio: skryptaidu i tri-
chostatyny A, na pozaustrojowy potencjat roz-
wojowy oraz jaké¢ klonalnych zarodkowswini.

sztucznych modyfikatoréw epigenetycznych na-W tym kontekicie prowadzono badania, zmie-

lezy wymieni zaréwno standardowe inhibitory
HDACSs, takie jak trichostatyna A (TSA), jak
iich nowych przedstawicieli, tj. skryptaid lub
kwas walproinowy (VPA) (Li i in., 2008; Costa-
Borges i in., 2010; Zhao i in., 2010 b; Kim i in.,
2011; Xuiin., 2013).

Dlatego te, w ramach realizacji niniej-
szych bada wdrozono do praktycznej realizacji
metody egzogennej transformacji profilu pami
ci epigenetycznejgper komérek somatycznych,
hodowanychex vivg wprowadzonych do cyto-
plazmy dojrzatychn vitro enukleowanych oocy-
téw, a nastpnie ulegajcych przeprogramowa-
niu aktywndgci transkrypcyjnej w przedimplan-
tacyjnych zarodkach klonalnyciwini. Do epi-
genomowej transformacji komoérek-dawcow |
der zastosowano zw#ki z grupy syntetycznych

rzajgce do opracowania efektywnych strategii
epigenetycznej transformacji hodowanyadh
vitro komorek-dawcow gder w klonowaniu so-
matycznym $win. Z tej przyczyny oceniano
przezywalncs¢ epigenetycznie modulowanych
komorek fibroblastycznych w zaleoici od za-
stosowania rimych niespecyficznych inhibito-
row deacetylaz histonéw (HDACSs), tzn. starej
generaciji (trichostatyna A; TSA) oraz nowej ge-
neracji (skryptaid). Obydwa przedstawiciele wy-
ze] wymienionej klasy/rodziny inhibitoréw
HDACs stanowd amfiflowe pochodne kwasu
hydroksyaminowego. TSA jest naturalnym me-
tabolitem komorkowym (antybiotyk o dziataniu
przeciwgrzybiczym — mykostatyk/antymykotyk),
wyizolowanym ze szczepu promieniowcow
Streptomyces sp.wykazuje wysz aktywnaé

modulatoréw proceséw epigenetycznych mody-cytotoksyczg niz skryptaid. W zwizku z tym,

fikacji kowalencyjnych biatek histonowych
rdzenia nukleosomowego chromatymylrowej,

aby uzyska maksymalp efektywnad¢ modyfi-
kacji epigenomowych w komorkach somatycz-

tj. deacetylacji/acetylacji reszt lizyny histondéw nych, przy maliwie najnizszym poziomie dege-

H3 i H4. Do zwjzkdéw tych naleg wspomniane

neracyjnych zmian komorek, musidwpn sto-

wczesniej niespecyficzne (nieselektywne) inhibi- sowany w niszych s¢zeniach molowych (Wee
tory deacetylaz histonowych, m.in. skryptaid czyi in., 2007; Wu i in., 2008; Lee i in., 2010; Bo
trichostatyna A. Egzogenne modulacje epigenoi in., 2011). Skryptaid (syntetyczny analog kwa-

mowe komérek somatycznych — dawcéydgr
w procedurze klonowania mggvptywaé na uta-
twienie ztaonych proceséw strukturalnego

su hydroksyaminowego) charakteryzuje sa-
tomiast stabszymi wkgiwosciami cytotoksycz-
nymi niz TSA, wskutek czego jego stosowanie

przemodelowania chromatyny oraz epigenetyczjest wymagane w wgzych dawkach stenio-

nego przeprogramowania genomgdrpwego

wych w celu osignigcia potencjalnie najwszej

w przedimplantacyjnej fazie rozwoju klonalnych wydajngci modulacji epigenomowych komo-

zarodkowswini. Scenariusz prawidtowego i pet-
nego przeprogramowania profilu pawaii epige-

rek, przy jednoczmie wysoko istotnym zmniej-
szeniu jego negatywnego oddziatywania na ko-

netycznej gder komérek somatycznych w za- mérki (Van Thuan i in., 2009; Zhao i in., 2009,

rodkach klonalnych m@ zostéa bowiem zreali-
zowany przez zwkszenie cgstasci pasywnej

2010 b; Wang iin., 2011 b; Wen i in., 2014).
Celem naukowym przeprowadzonych

demetylacji reszt cytozyny DNA oraz ostabienie bada bylo opracowanie optymalnych metod

nakzenia deacetylacji i metylacji reszt lizyny

indukowalnej modyfikacji epigenomowej hodo-

i podwyzszenie poziomu metylacji reszt argininy wanychin vitro komérek-dawcéwgder, wyko-

histonbw chromatyny komorek-dawcovadgr

rzystanych do uzyskiwania zarodkdwini przy
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zastosowaniu techniki klonowania somatyczne-jednego z dwoch syntetycznych analogéw endo-

go. Celem praktycznym badlabyto z kolei
zwickszenie kompetencji rozwojowydhn vitro
klonalnych zarodkéwswini oraz podwyszenie
ich jakasci w nastpstwie epigenetycznych mo-
dulacji aktywndci transkrypcyjnej komorek
somatycznych, aytych do mikrochirurgicznego
zabiegu rekonstrukcji enukleowanych oocytow.

Materiat i metody

Hodowla in vitro i modulacja epigenomowa
komorek fibroblastycznych, stanowacych zré-
dto dawcéw pder w klonowaniu somatycznym
Swin

W ramach zrealizowanych badaostato
wyprowadzonych 8 linii klonalnych (szczepow
komorkowych)  fibroblastéw, pochosglzych

z bioptatow ukfadu skérno-powtokowego czte-

gennych inhibitorow deacetylaz bialek histono-
wych chromatyny gdrowej (HDACSs) — 50 nM
L? trichostatyny A (TSA; R-(EE)]-7-[4-
(dimetylamino)fenylo]N-hydroksy-4,6-dimety-
lo-7-0ksy-2,4-heptadienoamid) lub 350 nM" L
skryptaidu (hydroksyamid kwasu 6-(1,3-dioksy-
1H,3H-benzo[de]izokwinolin-2-ylo)-heksanowe-
go). Do klonowania somatycznego bytyyte
transformowane epigenetycznie (zasneanic-
twem TSA lub skryptaidu) komaérki-dawcyder
(podgrupy eksperymentalne) lub nietransformo-
wane epigenetycznie komérki-daweyder (pod-
grupa kontrolna), pochogze z wczénie, tj. mi-
nimum jednokrotnie do maksimumepiokrotnie
pasaowanych linii klonalnych. Na potrzeby klo-
nowania poszczegolne subpopulacje komdrkowe
fibroblastéw byly intensywnie przemywane po-
zywka, pozbawiong modulatorow epigenetycz-
nych (TSA lub skryptaidu), trypsynizowane i wi-

rech ptodow oraz czterech dojrzatych picioworowane w celu uzyskania zawiesiny pojedyn-

osobnikéw (trzech loszek i jednego knura). Kon-

fluentne linie klonalne hodowanydh vitro ko-
morek fibroblastycznych byly pasavane (po-
dwojenie populacji).

dowlanych, wypetnionych podstawawazywka
Eagle’a w modyfikacji Dulbecco (DMEM; ang.
Dulbecco’s Maodified Eagle's MediymPazyw-

czych komorek.

Dojrzewanie mejotycznein vitro i selek-

Uzyskane subpopulacjecja oocytéw-biorcow jader komorek fibrobla-
komérkowe byly wysiewane w naczynkach ho-

stycznych na potrzeby klonowania somatycz-
negoswin

Zrédlem oocytéw byly jajniki loszek
i loch uzyskiwane w lokalnej rzai. Niedojrzate

ka DMEM byta wzbogacona dodatkiem 10% oocyty swini byty pozyskiwane metagdaspiracji

surowicy ptodéw bydicych (FBS), 5 ng mt

z antralnych gcherzykow jajnikowych érednicy

rekombinowanego zasadowego czynnika wzro2-6 mm. Wyselekcjonowane do dojrzewaina

stu fibroblastéw cziowieka (rh-bFGF), 2 mM'L

mieszaniny aminokwasow endogennych (NEAA),

2 mM L* L-glutaminy (-GlIn), 0,36 mM L pi-

vitro (IVM) oocyty w stadium pcherzyka zarod-
kowego (diktiotenu profazy | podziatu mejotycz-
nego) byly hodowane w grupach hcych 50-60

rogronianu sodu oraz 1% mieszaniny antybioty-sztuk, w 500 pL pogywki TCM 199 (ang.Tissue

kow i mykostatykéw (AAS). W wyniku pokry-
cia gsty, pojedyncz warstwg calej dosipnej
powierzchni dna butelki hodowlanej, przylegaj

Culture Medium 199 uzupetnionej 10% surowi-
cy ptodéw bydécych (FBS), 10% ptynu wyizo-
lowanego z antralnychepherzykéw jajnikowych

ce scisle zaréwno do siebie, jak i do substratuswini (pFF), 5 ng mL* rekombinowanego zasa-

komorki fibroblastyczne podlegaly inhibicji kon-
taktowej migracji i proliferacyjnego wzrostu

dowego czynnika wzrostu fibroblastow cztowieka
(rh-bFGF), 10 ng mt rekombinowanego epi-

przez 24-72 godziny. W tych warunkach cykl dermalnego czynnika wzrostowego cziowieka

mitotyczny fibroblastéw byt sztucznie synchro-

nizowany w fazach G1/GO. Przed wykorzysta-

niem jako zrodta dawcéw gder w procedurze
klonowania linie komorek fibroblastycznych,

(thEGF), 0,6 mM [* L-cysteiny (-Cys), 1 mM

L™ cyklicznego dibutyryloadenozynomonofosfo-
ranu (dwumélan cAMP/bukladezyna; db-cAMP)
oraz 0,1 IU mL* ludzkiej gonadotropiny meno-

ktére poddawano zahamowaniu kontaktowemupauzalnej (hMG) i 5 mIU mt hormonu folikulo-

podziatbw mitotycznych po aginigciu stanu
petnej konfluencji, byly inkubowane przez 24
godziny w paywce, uzupeinionej dodatkiem

tropowegoswini (pFSH). Po okoto 20-21 godzi-

nach inkubacji oocyty byly przenoszone do tej
samej paywki hodowlanej, lecz pozbawionej
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db-cAMP oraz hMG i pFSH. W tych warunkach w pozywce NCSU-23/BSA-V+NEAA+EAA,
fizykochemicznych oocyty byly hodowanex  wzbogaconej dodatkiem 10% FBS. Potencjat
vivo przez kolejne 23-24 godziny alo czasu rozwojowy zarodkéw klonalnych byt oceniany
osiggniecia dojrzaldci jadrowej i cytoplazma- w oparciu o aktywn& podziatowy oraz odsetek
tycznej. Dojrzaten vitro oocyty z wyranie wy-  morul i blastocyst, uzyskanych w warunkach
odrebnionymi ciatkami  kierunkowymi | gdu  hodowli pozaustrojowej. Zarodki w stadium bla-
i jednolicie granulowas cytoplazm, nie wyka-  stocysty byly poddawane przgciowej ocenie
Zujaca zmian nekrotycznych lub apoptotycznych, ilosciowej jakdgci morfologicznej/cytologicznej
stuzyty jako biorcy dla gder komérek fibrobla- na podstawie catkowitej liczby komérek (bar-
stycznych w klonowaniu somatycznymin. wienie nieré@nicowe komorek wzta zarodko-
wego i trofoblastu z zyciem fluorochromu
Uzyskiwanie klonalnych zarodkéwswini oraz Hoechst 33342, czybisbenzimidu).
cytologiczna ocena ich jakéci
Uwolnione z komorek wzgérka jajono-

$nego oocytyswini byly enukleowane przy za- Wyniki i ich omoéwienie
stosowaniu metody mikrochirurgicznej, wspo-
maganej chemicznie (zzyciem demekolcyny, Okreslenie wptywu standardowych i nowych
a nasgpnie cytochalazyny B). Enukleowane oo- inhibitorow deacetylaz histonéw (trichostaty-
cyty (ooplasty) byly rekonstytuowane zder ny A i skryptaidu) na przezywalnosé¢ hodo-
komorkowych modulowanych lub niemodulo- wanychin vitro komorek fibroblastycznych
wanych epigenetycznie fibroblastéw tkanki Nie odnotowano negatywnego (cytotok-
skorno-powtokowej ptodow lub dorostych osob- sycznego i cytostatycznego/antymitogennego)
nikbw. Do sztucznej aktywacji rekonstytuowa- wptywu syntetycznych analogéw endogennych
nych oocytéw byt zastosowany protokét jedno- inhibitoréw HDACs starej i nowej generaciji, tj.
czesnej fuzji i aktywaciji fizycznej (elektrycznej). odpowiednio: 50 nM L trichostatyny A (TSA)
W protokole tym impulsy mdu statego, ktére oraz 350 nM [* skryptaidu, na tempo metaboli-
indukowaly fuzg komplekséw ooplast-komérka zmu i potencjat proliferacyjny hodowanyadh
somatyczna, byly rownoc&eie bodcami ini-  vitro obu rodzajow komorek fibroblastycznych
cjujacymi aktywacg zrekonstruowanych oocy- (fibroblastow tkanki skorno-powtokowej ptodéw
tow (hybryd pdrowo-cytoplazmatycznym/cybryd oraz dorostych osobnikéw).
klonalnych). Elektroporacja bton plazmatycz- Inaczej moéwiac, przeywalnasé i kine-
nych enukleowanych oocytow oraz komorektyka podziatdbw komdrkowych w olnie klonal-
fibroblastycznych byta przeprowadzana w izoto-nych linii fibroblastéw, ktére poddawano TSA-
nicznym roztworze dielektryku o podészo- lub skryptaido-zalenej modulacji epigenetycz-
nym do 1 mM L' skzeniu kationéw wapnia nej, nie ulegaly obaeniu w stosunku do wska
(CaCl), z wyciem dwdéch generowanych bezpo- nikéw fizjologicznej zywotnasci i aktywndgci
srednio po sobie impulséw gu stalego o nat  mitotycznej niemodulowanych epigenetycznie
zeniu pola elektrostatycznego 1,2 kV tincza-  szczepéw komdrkowych.
sie trwania 6Qus kazdy.

Uzyskane, w nagpstwie sztucznej akty- Wydajnosé¢ procesu pozaustrojowego dojrze-
wacji, cybrydowe zygoty klonalne byty hodo- wania mejotycznego oocytow
wanein vitro przez 144-168 godzin do gghie- Efektywna¢ dojrzewania mejotycznego
cia stadibw moruli/blastocysty. Do hodowdkx  oocytow w warunkach sekwencyjnej, dwustop-
vivo zarodkéw wykorzystano system sekwen-niowej hodowli in vitro, ktéra byta ziazona
cyjny, ktory byt ztazony z 96-godzinnej inkuba- z etapu | (20-godzinna inkubacja oocytéw w po-
cji cybryd klonalnych w pgywce NCSU-23 zywce uzupetnionej dodatkiem inhibitora proce-
(ang.North Carolina State University-23uzu-  su rozpadu otoczkiafirowej gcherzyka zarod-
petnionej 0,4% frakcji V albuminy surowicy by- kowego — db-cAMP oraz liofilizatow hormonal-
dlecej (BSA-V) oraz mieszaninaminokwaséw nych — hMG i pFSH) oraz z etapu Il (22-24-
endo- i egzogennych (1% NEAA i 2% EAA), godzinna inkubacja oocytow w pgpnce nie za-
anasfpnie z ich 48-72-godzinnej inkubacji wieragcej db-cAMP oraz hMG i pFSH), wyno-
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sita 96,9% (248 dojrzatych oocytéw w stosunkugenomowy DNA transformowanych epigene-
do 256 hodowanych). tycznie przy uayciu skryptaidu komorek fibro-
blastycznych, pochodeych z tkanki skoérno-
Ocena kompetencji rozwojowych in vitro powtokowej ptodow lub dorostych osobnikow,
i jakosci klonalnych zarodkow §wini, zrekon-  w poréwnaniu z podgrupami IB i 1IB klonalnych
struowanych z jader komorkowych epigene-  zygot, uzyskanych w nagtstwie elektroaktywa-
tycznie modulowanych oraz niemodulowa- cji oocytow, zrekonstruowanych ader komo-
nych fibroblastéw tkanki skérno-powtokowej rek fibroblastycznych o aktywsoi transkryp-
ptodow lub dorostych osobnikow cyjnej, modyfikowanej epigenetycznie za po-

W tabelach 1 i 2 przedstawiono wyniki, srednictwem TSA. Odnotowano ponadfe, od-
dotyczce pozaustrojowych zdoldc rozwojo-  setek dzielcych sé zarodkéw (87,9%versus
wych oraz jakéci klonalnych zarodkdwswini, 59,7%; 75,4%versus 47,9%), odsetek morul
zrekonstruowanych zgler dwoch typéw epige- (65,5% versus 40,3%; 54,4%versus 29,6%)
netycznie transformowanych komérek fibrobla- i blastocyst (41,4%ersus16,4%; 31,6%versus
stycznych (fibroblastéw tkanki skérno-powtoko- 8,5%) orazsrednia liczba komérek w blastocy-
wej ptodow i dorostych osobnikéw) w zale-  stach (38,8versus19,3; 32,4versusl7,6) byly
$ci od zastosowania nieselektywnych inhibito- istotnie wy:sze w déwiadczalnych podgrupach
réw deacetylaz histonow (HDACS) nowej i sta- IA oraz IIA klonalnych zygot, zrekonstruowa-
rej generacji, tj. odpowiednio: skryptaidu i tri- nych z pder komorkowych fibroblastow, podda-
chostatyny A (TSA). Podgrupy kontrolne stano-nych skryptaido-zalaej transformacji epige-
wity zarodki, zrekonstruowane zder komér- nomowej nk w kontrolnych podgrupach IC oraz
kowych niemodulowanych epigenetycznie fi- IIC zygot, zrekonstruowanych ader niemodu-
broblastéw tkanki skérno-powlokowej ptodéw lowanych epigenetycznie komorek fibrobla-
lub dorostych osobnikéw. stycznych.

Wyniki przeprowadzonych baflgedno- Podobn, statystycznie istoty) tendengj
znacznie wskazuj ze potencjatl rozwojowyin  wzrostows w odsetkach dzigtych s¢ zarodkow
vitro i jakos¢ zarodkow, zrekonstruowanych (73,2% versus 59,7%; 63,5%versus 47,9%),

Z jader fibroblastow uktadu skérno-powtoko- uzyskach morul (51,8%ersus40,3%; 42,3%
wego ptodéw lub dorostych osobnikow, ktore versus29,6%) i blastocyst (28,6%ersusl6,4%;
zostaty poddane skryptaido-zatej modulacji  17,3% versus8,5%) oraz wsrednich liczbach
epigenetycznej aktywrnoi transkrypcyjnej ge- komdrek w blastocystach (27A@rsusl9,3; 23,3
nomowego DNA (odpowiednio: podgrupy IA versus17,6) zaobserwowano swhd pochodz-

i l1A), ulegajg znacacemu podwyszeniu w sto- cych z eksperymentalych podgrup IB oraz IIB
sunku do potencjatu rozwojowego i jgkoza-  klonalnych zygot, zrekonstruowanych adgr
rodkéw, zrekonstruowanych zder komoérek komorek fibroblastycznych, ktére zostaly epige-
fibroblastycznych, podlegggych TSA-zalenej  netycznie zmodyfikowane przy wykorzystaniu
transformacji epigenomowej (podgrupy IB i lIB) TSA, w odniesieniu do pochogtz/ch z kontrol-
oraz w stosunku do potencjatu rozwojowegonych podgrup IC oraz IIC zygot, zrekonstruowa-
i jakosci zarodkow, zrekonstruowanych gdgr  nych z gder komérkowych fibroblastow nie pod-
komérkowych niemodulowanych epigenetycznielegagcych modulacji epigenomowe;j.

fibroblastow (podgrupy kontrolne IC i [ICRo- Potencjat rozwojowy oraz jaké klo-
twierdza to statystycznie istotny wzrost zaréwnonalnych zarodkéviwini sg w duzej mierze uwa-
odsetka dzielcych s¢ zarodkéw (87,9%versus runkowane stopniem zaawansowania epigene-
73,2%; 75,4%versus63,5%), jak i odsetka mo- tycznych modyfikacji DNA gdrowego komorek
rul (65,5%versus51,8%; 54,4%versus42,3%) somatycznych, poddawanych dlugotrwatej ho-
oraz blastocyst (41,4%ersus 28,6%; 31,6% dowliin vitro.

versus 17,3%), a take wzrostsredniej liczby Modulacja profilu pamici epigenetycz-
komorek blastocyst (38,8ersus27,6; 32,4ver-  nej (tj. schematu metylacji DNA oraz acetylacji
sus23,3) w podgrupach IA i llA klonalnych zy- histonéw) w hodowanychex vivo komdrkach
got, uzyskanych w wyniku elektroaktywacji oo- somatycznych — dawcachder mae bowiem
cytéw, do cytoplazmy ktorych wprowadzono zaleze¢ od indukcji nukleosomowej supresji
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transkrypcyjnej przez #me warunki hodowlin
vitro (np. inhibicg kontaktows w stanie peinej

konfluencji lub gtodzenie komorek) (Cezar i in.,
2003; Beaujean i in., 2004; Wee i in., 2007).

Tabela 1. Wplyw epigenetycznych modulatoréw z greggogennych inhibitoréw HDACs nowej i starej
generacji na potencjat rozwojoviry vitro oraz jakdé¢ klonalnych zarodkdwwini, zrekonstruowanych zgler
komarkowych fibroblastéw tkanki skdrno-powtokowdpgow

Table 1. Effect of epigenetic modulators origingtfrom the group of exogenous HDAC inhibitors
of new and old generation on the in vitro developtalepotential and quality of porcine cloned emtsyo

reconstructed with the cell nuclei of fibroblastriged from foetal dermo-integumentary tissue

Liczba Sr_ednia
Strategia Liczba (odsetek)* Liczba (2 )*
epigenetycznej | rekonsty- hodowanvch (odsetek)* Liczba Liczba i maksymalna
modulacji komoé-| tuowanych zarodkézv dziebcych s¢ | (odsetek)* (odsetek)* | liczba komorek
rek-dawcow gder |  oocytow zarodkow morul blastocyst | w blastocystach
Strategy applied to Number of Iﬂﬂ?ﬁégcgf Number of | Number of Number of| Mean Z )**
epigenetic modula-reconstituted cleaved em-| morulae | blastocysts| and maximum
tion of nuclear do;  oocytes cultured cloned bryos (%)* (%)* cell number in
embryos ok
nor cells (n) (%)* (%) blas(to)cysts
n
+
Skryptaido-zalena 58/62 51/58 3858 | 24558 | * =388B
(podgrupa IA) 62 (93.5) a 87.9)A | (655)A | (4L4)A | MaX=440
Scriptaid-ependent ’ ’ ' ' (n=24)
(subgroup 1A
+
TSA-zalena T =276D
56/63 41/56 29/56 16/56 .
(podgrupa IB) 63 max = 33,0
TSA-dependent (88,9) a (73,2) B (51,8)B | (28,6)B (n = 16)
(subgroup 1B
ngr“gi‘)"mm'”a 6 67/76 40/67 2767 | 1wer | F-193¢
Control subgroup (88,2) a (59,7) C (40,3)D | (16,4)D (n=11)
(IC)

a,a— Jednakowe wskaiki (mate litery alfabetu) przy warfoiach umieszczonych w aflrie kolumn oznaczajbrak staty-
stycznie istotnych rnic miedzy poszczeg6inymi podgrupami zarodkéw klonalnycprawdopodobigstwem popetnienia
bf¢du losowegd>0,05.

A,B; A,C; AD; B,C — Niejednakowe wskaiki (duze litery alfabetu) przy wargsiach umieszczonych w affsie kolumn
oznaczagj statystycznie bardzo wysoko istotnenite midzy podgrupami z prawdopodobhgwem popetnienia bélu loso-
wegoP<0,001.

B,D; C,D — Niejednakowe wskaiki (duze litery alfabetu) przy warfgiach umieszczonych w ofisie kolumn oznaczgj
statystycznie wysoko istotne adice miedzy podgrupami z prawdopodobswem popetienia btlu losowego
0,001<<0,01.

* Testy? ** Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) prayykorzystaniu testtrStudenta.

a,a— Identical indicators (small letters) next to veduwithin columns denote the lack of statisticaliyigicant differences
between cloned embryo subgroups with random errdoatvdity of P>0.05.

A,B; A,C; AD; B,C- Different indicators (capital letters) next tolwas within columns denote very highly significan
differences between subgroups with random error poditya of P<0.001.

B,D; C,D — Different indicators (capital letters) xteto values within columns denote highly significdifferences between
subgroups with random error probability of 0.001<@®01.

* /% test; ** One-way analysis of variance (ANOVA) usBtgdent’s t-test.
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Tabela 2. Wplyw epigenetycznych modulatoréw z greggogennych inhibitoréw HDACs nowej i starej
generacji na potencjat rozwojoviry vitro oraz jaké¢ klonalnych zarodkdwwini,
zrekonstruowanych agler komérkowych fibroblastéw tkanki skdrno-powtol&dorostych osobnikow
Table 2. Effect of epigenetic modulators origingtfrom the group of exogenous HDAC inhibitors ofine
and old generation on the in vitro developmentakptal and quality of porcine cloned embryos restouncted
with the cell nuclei of fibroblasts derived fromutddermo-integumentary tissue

Strategia Liczba Liczba Srednia
epigenetycznej Liczba (odsetek)* (odsetek)* (x)*
modulacji rekonsty- hodowanych dziehcych Liczba Liczba i maksymalna
komorek-dawcow tuowanych zarodkow sie y (odsetek)? (odsetek)* | liczba komérek
jader _ oocytow klonalnych zarodkéw morul blastocyst | w blast(?gystacr
Strategy applied| Number of Number Number of Number of Number of | Mean I )**
to epigenetic reconstituted| of cultured morulae | blastocysts| and maximum
. cleaved .
modulation oocytes cloned (%)* (%)* cell number in
of nuclear donor (n) embryos er(rrlj/b)rxos blastocysts
cells (%)* 0 (n)
+
Skryptaido-zaléna _
(post%ir upa d'_'A) 6 57/63 4357 | 3157 | 18/57 r:gazxs_z,;g%
depgn ot (90,5) a (754) A | (54,4)A| (31,6) A = 18)
(subgroup 11A
+
TSA-zalena = _
(podgrupa 11B) 60 52/60 33/52 22/52 9/52 :rcngxz—?”ggaoB
TSA-dependent (86,7) a (63,5B | (42,3)B| (17,3)aC o
(n=9)
(subgroup 11B
Podgrupa&ontrolng - _
(IC) o 71/84 3471 | 2171 6/71 v ;le’gzbg
Control subgroup (84,5) a (47,99C | (29,6)C| (8,5 bD oo
(1IC) (n=6)

a,b— Niejednakowe wskaiki (mate litery alfabetu) przy warfoiach umieszczonych w offrie kolumn oznaczajstaty-
stycznie istotne rhice medzy poszczegolnymi podgrupami zarodkéw klonalnycprawdopodobigstwem popetnienia
btedu losowego 0,01R<0,05.

A,B — Niejednakowe wskaiki (duze litery alfabetu) przy warfsiach umieszczonych w affrie kolumn oznaczajstaty-
stycznie wysoko istotne zdice miedzy podgrupami z prawdopodobswem popetnienia bdlu losowego 0,001R<0,01.
A,C; AD; B,C— Niejednakowe wskaiki (duze litery alfabetu) przy warfgiach umieszczonych w oflrie kolumn ozna-
czap statystycznie bardzo wysoko istotnenite miedzy podgrupami z prawdopodobgwem popetnienia bilu losowego
P<0,001.

* Testy? ** Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) prayykorzystaniu testtrStudenta.

a,b— Different indicators (small letters) next to vatuwithin columns denote statistically significaifteslences between
cloned embryo subgroups with random error probapitit 0.01<R0.05.

A,B— Different indicators (capital letters) next tolwas within columns denote highly significant déferes between sub-
groups with random error probability of 0.001<B.01.

A,C; A,D; B,C- Different indicators (capital letters) next toluas within columns denote very highly significaiffedences
between subgroups with random error probability sDm®01.

* /% test; ** One-way analysis of variance (ANOVA) usBtgdent’s t-test.
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Synchronizacja cyklu podziatowego ko- mowaniu kontaktowemu podziatdw mitotycz-
mérek-dawcéw gder w fazach G1/GO lub nych wskutek opanowania calej dgstej po-
GO0/G1 odgrywa znagea role w prawidtowym  wierzchni naczynka hodowlanego, tj. substratu.
przeprogramowaniu profilu panui epigene- Jest to stan, w ktorymegtas¢é komérek limituje
tycznej egzogennegadra w srodowisku cyto- ich migracg i proliferacyjny wzrost (Onishi i in.,
plazmatycznym oocytu-biorcy (Campbell i Al- 2000; Betthauser i in., 2000; Polejaeva i in.,
berio, 2003; Skrzyszowska i in., 2006). Wpro- 2000). Alternatywny system synchronizacji faz
wadzenie komorki somatycznej w stan spoczyn-cyklu podziatowego, jakim jest gtodzenie, okre-
kowy, jakim jest faza GO, przy wykorzystaniu slane rowni¢ mianem deprywacji troficznej
ro6znych metod synchronizacji cyklu komérko- komorek-dawcowgder, polega na gwattownym
wego powoduje ,wyciszenie” jej genow wskutek i diugotrwatym obniteniu (z 10% do 0,5%) et
zahamowania ich aktywsoi transkrypcyjnej. zenia surowicy ptodéw byetych (FBS; ang.

Supresja, tj. f§pienie (ang.quiescence foetal bovine serujrw pazywce hodowlanej, t.
potencjatu proliferacyjnego komaorek-dawcow gtéwnego zrédta mitogendw, polipeptydowych
oraz represja transkrypcyjna i metaboliczna ichczynnikow wzrostowych oraz czynnikow od-
genomu gdrowego mog by¢ sprowokowane zywczych (budulcowych i energetycznych)
czynnikami zadanymi eksperymentalnie lub wy- (Ramsoondar i in., 2003; Kawano i in., 2004).
stepowa® naturalnie po osgnieciu przez ko- Z kolei, takie warunki hodowlin vitro mog
mérke stanu petnego z#dicowania. powodowa drastyczny przyrost stopnia metyla-

Silnie skondensowana chromatyna- j cji reszt cytozyny genomowego DNA oraz nie-
drowa z wyranymi symptomami represji nukleo- kontrolowane zwikszenie stopnia deacetylaciji
somowej wielu regiondbw DNA genomowego po reszt lizyny histondw chromatynyadrowej
wprowadzeniu do oocytu-biorcy, poddanego na-w komérkach somatycznych. Me to by przy-
stepnie sztucznej aktywacji zarodkowego pro-czymy znacznych odchyfe od prawidtowego
gramu rozwojowego, prawidtiowo reaguje na sy-wzorca ekspresji, kluczowych zaréwno dla roz-
gnaty biochemiczne, ptyee z jegosrodowiska  woju przed- jak i poimplantacyjnego klonalnych
cytoplazmatycznego, tzn. na inhiicaktywno-  zarodkdéwswini, gendw na skutek ograniczonej
sci  enzymatycznej metylotransferaz DNA demetylacji DNA i wzmaonej hypoacetylacji
(DNMT 1 oraz 3a/b) oraz wzrost aktywdod  histonow rdzenia nukleosomowego oraz wynika-
biokatalitycznej acetylaz histondéw rdzenia nu-jacej z tego represji transkrypcyjnej przexap-
kleosomowego H3 i H4. Unitiwia to petne cej czsci somatogenicznego genonydiowego
przeprogramowanie paggi epigenetycznej eg- (Kangiin., 2001 b; Cezar i in., 2003). Jedrgk
zogennegogdra somatogenicznego, ulega@go zachowanie prawidlowego wzorca metylacji
kolejnym podziatom kariokinetycznym w przed- DNA i acetylacji/metylacji histonéw podczas
implantacyjnych zarodkach klonalnyckwini hodowli in vitro komorek-dawcow gder jest
i innych gatunkéw ssakow (Kang i in., 2001 a; jednym z czynnikéw, niezitinych do skutecz-
Dean i in., 2003; Beaujean i in., 2004; Samiecnego epigenetycznego przeprogramowania trans-
i Skrzyszowska, 2005). plantowanego genomowego DNA (Onishi i in.,

Z dotychczasowych eksperymentow nad2000; Kang i in., 2001 b; Cezar i in., 2003; Shi
klonowanieméwin wynika, ze zrodtem komérek iin., 2003 a; Enright i in., 2005). W celu petnego
somatycznych, najbardziej podatnych na epigeprzeprogramowania afira dawcy w zrekon-
netyczne przeprogramowanigdjowego i mito- struowanym zarodku, caly wzorzec metylacji
chondrialnego genomu w zrekonstruowanychDNA (tkankowo-specyficzny) wysoko zidi-
zarodkach, s fibroblasty ptodowe, a tak fi-  cowanych komérek linii somatycznej musi zo-
broblasty tkanki skornej dorostych osobnikéw, stat cofniety do pocatkowego (totipotentnego)
ktorych cykl mitotyczny zostat zsynchronizowa- statusu rozwojowegoaglra zygoty na drodze
ny in vitro w stadiach G1/GO lub GO/G1 w wy- demetylacji reszt cytozyny (Dean i in., 2003;
niku ich hodowli do stanu petnej konfluencji lub Hiendleder i in., 2004; Wang i in., 2007). Ten
gtodzenia (Park i in., 2002; Hyun i in., 2003 a,b; tkankowo-specyficzny stopie zréznicowania
Lee i in., 2003 a,b). Po agnieciu 100% kon- komdrkowego (cytodyferencjacji) me by
fluencji, komorki somatyczne podlegagaha- uwarunkowany zmienricia we wzorcu ekspre-
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sji gendw w komoérkach o #aym fenotypie go/hydroksamowego) (Enright i in., 2003;
i specjalizacji strukturalno-funkcjonalnej, wyni- Kishigami i in., 2006; Wee i in., 2007; Lee i in.,
kajaca z r@nic we frekwencjach represji tran- 2010; Bo i in., 2011; Samiec i in., 2015); 2) bu-
skrypcyjnej oraz aktywnigi transkrypcyjnej ge- tanian/malan sodu (NaBu) (Yang i in., 2007 c;
nomowego DNA poszczegolnych typdw komo- Das i in., 2010; Liu i in., 2012; Kumar i in.,
rek somatycznych. 2013) oraz 3) bishydroksyamid kwasum-

A zatem, stosowane na szegokkakt karboksycynaminowego (CBHA) (Dai i in.,
metody synchronizacji cyklu mitotycznego ho- 2010; Song i in., 2014). Sfrdd inhibitoréw
dowanych komoérek-dawcéwader w fazach HDACs o relatywnie niszych wi&ciwosciach
GO0/G1 lub G1/GO, takie jak: gtodzenie (depry- cytotoksycznych lub embriotoksycznych ngle
wacja troficzna) lub zahamowanie kontaktowewskaz&: 4) kwas walproinowy (VPA, angal-
ich aktywndci proliferacyjnej, mog mie¢ nie-  proic acid kwas 2-propylopentanowy/kwas 2-
korzystny wptyw na epigenomowo-zafg pro-  propylowalerianowy) lub walproinian sodu (SV,
fil aktywnosci transkrypcyjnej genowagirowego  ang. sodium valproate 2-propylopentanian so-

i mitochondrialnego DNA poprzez drastyczne du/2-propylowalerian sodu) (Costa-Borges i in.,
ostabienie poziomu tkankowo-specyficznej eks-2010; Kim i in., 2011; Sangalli i in., 2014); 5)
presji genomu (Enright i in., 2003; Yang i in., oksamflatyg (aromatyczna-fenylowa pochod-
2007 b). Obnienie aktywnéci transkrypcyjnej na sulfonoamidu kwasu hydroksamowego) (Su
genomowego DNA mie by bowiem spowo- iin., 2011; Park i in., 2012), a tak 6) nowator-
dowane gwattownym wzrostem gstotliwosci ski analog, tj. syntetycanamfifilowa pochoda
takich zmian w pamgti epigenetycznej komorki, kwasu hydroksamowego — skryptaid (asgrip-

jak procesy metylacji reszt cytozyny DNA oraz taid; hydroksyamid kwasu 6-(1,3-dioksy413H-
procesy deacetylacji i metylacji reszt lizyny, benzo[delizokwinolin-2-ylo)-heksanowego) (Van
a take procesy demetylacji reszt argininy histo- Thuan i in., 2009; Zhao i in., 2009, 2010 b; Xu
noéw rdzenia nukleosomowego chromatymy j iin., 2013; Wen i in., 2014). Wyniki badavia-
drowej. Jednate, te szkodliwe dla funkcji fizjo- snych (Samiec i Skrzyszowska, 2011 a,b, 2012,
logicznych i przeywalncsci komérek transfor- 2013 a,b, 2014 a,b; Samiec i in., 2015), adak
macje biochemiczne genomgdjowego, ktére innych autoréw (Enright i in., 2003; Wee i in.,
s indukowane w warunkach hodowih vitro, 2007; Zhao i in., 2009, 2010 a,b) sugeyuje
mozna zahamowg a nawet odwrééiich prze-  zastosowanie skryptaidu lub trichostatyny A do
bieg w kierunku wzrostu poziomu ekspresji ge-egzogennej modulacji epigenomowej hodowa-
néw, korzystnego dla aktywdc metabolicznej nych in vitro fibroblastycznych komérek-

i proliferacyjnej komérek (Shi i in., 2003 b; En- dawcow gder, dojrzewajcychin vitro oocytow-
right i in., 2005). Jednym ze sposobow odwro-biorcéw gder lub zarodkéw klonalnych me
cenia zaawansowanych zmian we wzorcu kowamie¢ pozytywny wplyw na zleone procesy
lencyjnych modyfikacji epigenetycznychyder  strukturalnego przemodelowania chromatyny
komérek somatycznych, ktére obejmugwat-  jadrowej oraz epigenetycznego przeprogramo-
towna metylacg DNA lub spadek poziomu ace- wania genomowego DNA w przedimplantacyj-
tylacji biatek histonowych, wydaje esiich eks- nej fazie rozwoju zarodkéw klonalnych. Scena-
pozycja na dziatanie syntetycznych analogéw enfiusz prawidtowego i petnego przeprogramowa-
dogennych zwizkbw odwracalnie hamagych  nia profilu pamgci epigenetycznejaper soma-
aktywnai¢ metylotransferaz DNA (DNMTSs) oraz togenicznych w komérkach zarodkéw klonal-
deacetylaz histonéw (HDACs). Do pierwszej nychs$wini i innych gatunkow ssakow me bo-
grupy sztucznych modyfikatorow epigenetycz- wiem zosté zrealizowany jedynie przez zyi-
nych nalea: 1) 5-aza-2'-deoksycytydyna (decy- szenie cegstasci pasywnej demetylaciji reszt cy-
tabina; 5-aza-dC) (Enright i in., 2003, 2005; tozyny DNA oraz ostabienie ngenia deacety-
Ding i in., 2008; Wang i in., 2011 a; Ning i in., lacji i metylacji reszt lizyny, a tale nasilenie
2013) i 2) Sadenozylohomocysteina (SAH) stopnia metylacji reszt argininy histonéw chro-
(Jeon i in., 2008). Z kolei, druga grupa obejmu-matyny komérek-dawcowggler i zarodkow, kto-
je: 1) trichostatys A (TSA; N-arylowaN- re uprzednio poddano egzogennym modyfika-
fenylowa pochodna kwasu hydroksyaminowe-cjom epigenomowym (Yang i in., 2007 b,c;
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Zhang i in., 2007; Shi i in., 2008; Cervera i in.,
2009; Yamanaka i in., 2009). #ednim wska-

nikiem witaciwego przebiegu procesu epigene-

tycznego przeprogramowania aktywsoo tran-
skrypcyjnej ader komérek somatycznych w za-
rodkach klonalnychwini jest ich wysoki prze-
dimplantacyjny potencjat rozwojowy (Cervera
iin., 2009; Yamanaka i in., 2009; Zhao i in.,
2009, 2010 a; Martinez-Diaz i in., 2010).

Podsumowanie

Epigenetyczna transformacja, podlegaj
cych inhibicji kontaktowej fibroblastow tkanki
skérno-powtokowej
osobnikéwswini, przy uzyciu 50 nM L* tricho-
statyny A (TSA) lub 350 nM L skryptaidu, nie
powodowata obrienia przeywalndsci i poten-
cjatu proliferacyjnego hodowanydh vitro ko-
mérek w stosunku do aktywé@ metabolicznej
i kinetyki podziatow mitotycznych niemodulowa-
nych epigenetycznie szczepdw komorkowych.

Zdolncici jader komérkowych epigene-
tycznie transformowanych fibroblastéw tkanki
skérno-powtokowej ptodéw do pokierowania
pozaustrojowym rozwojem klonalnych zarod-
kow swini byly wyzsze nk zdolndci jader fi-
broblastéw tkanki skérno-powtokowej dorostych
osobnikéw, niezalsie od rodzaju zastosowa-
nych inhibitoréw deacetylaz histonéw (HDACS).

powlokowej dorostych osobnikéw za gpednic-
twem skryptaidu (inhibitor HDACs nowej genera-
cji) skutkowata istotnie wiszym potencjatlem
rozwojowym in vitro zarodkoéw klonalnych ni
modulacja epigenetyczna komorek fibroblastycz-
nych za pérednictwem TSA (inhibitor HDACs
starej generacji).

Kompetencje genomugrowego trans-
formowanych epigenetycznie (przyyaiu skryp-
taidu lub TSA) komorek fibroblastycznych do
pokierowania rozwojengex vivoklonalnych za-
rodkéw swini do stadiow moruli i blastocysty
byly istotnie wysze ni kompetencje genomu

ptodow oraz dorostych jadrowego niemodulowanych epigenetycznie

komorek fibroblastycznych, bez wadu na ich
pochodzenie/rodowod oraz cytologiczny wiek
ontogenetyczny.

Z kolei, ilosciowa analiza cytochemicz-
na klonalnych blastocysiwini przy wyciu bis-
benzimidu (fluorochromu Hoechst 33342) wy-
kazata znacznie wgz jakos¢ morfologiczny
zarodkéw, zrekonstruowanych gdgr komorek
fibroblastycznych, poddanych skryptaido-zale
nej transformacji epigenetycznej, nie tylko
w porOéwnaniu z jakécia zarodkédw zrekon-
struowanych zgder komérkowych fibroblastéw,
podlegagcych TSA-zalenej transformacji epi-
genetycznej, lecz tak w poréwnaniu z jakuia
zarodkéw zrekonstruowanych gder niemodu-

Ponadto, modulacja epigenetyczna, zadowanych epigenetycznie fibroblastow, nieza-

rowno fibroblastéw tkanki skdérno-powlokowej
ptodéw, jak i fibroblastow tkanki skorno-

leznie od ich rodowodu oraz cytologicznego sta-
dium rozwoju osobniczego (ontogenezy).
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THE USE OF THE NOVEL AND STANDARD HISTONE DEACETYLASE INHIBITORS
FOR EPIGENETIC TRANSFORMATION OF NUCLEAR DONOR CELLS IN THE SOMATIC
CELL CLONING OF PIGS

Summary

The current study aimed to develop the optimaltatiias of epigenomic modulation of nuclear donor
cells for the purposes of improving tae vivodevelopmental capability of porcine embryos geteerdy somat-
ic cell cloning. Enucleated metaphase lI-stage tescwere reconstituted with the cell nuclei of eitfoetal fi-
broblast cells (group 1) or adult cutaneous fibealcells (group Il) that had been epigeneticaipsformed by
treatment with histone deacetylase (HDAC) inhilstof new generation (scriptaid; subgroups 1A a®g dr old
generation (trichostatin A/TSA; subgroups IB and)llIn contrast, the subgroups IC and IIC encompéske
lack of HDAC inhibitor-mediated epigenomic modutatiof in vitro cultured fibroblast cells that were subse-
guently used for reconstruction of enucleated cexisty somatic cell nuclear transfer (SCNT). Depsmdin the
approaches applied to epigenetic transformatioaitber type of nuclear donor fibroblast cells, thevitro de-
velopmental capacities of cloned embryos to reheltorula and blastocyst stages were assessashdrosips
IA, IB and IC, the frequencies of nuclear-transferi(NT) embryos that developed to morula and biysto
stages were 38/58 (65.5%) and 24/58 (41.4%) ore2®5.8%) and 16/56 (28.6%) or 27/67 (40.3%) anb71
(16.4%), respectively. In turn, subgroups IIA, BBd IIC yielded rates of the morula and blasto@yshation at
the levels of 31/57 (54.4%) and 18/57 (31.6%) al52242.3%) and 9/52 (17.3%) or 21/71 (29.6%) aftl 6
(8.5%), respectively. Summing up, irrespective laf type of HDAC inhibitors used (scriptaid or TSA)e
abilities of cell nuclei originating from epigenedily transformed foetal fibroblasts to direct #wdracorpore-
al development of cloned pig embryos were highantthose of cell nuclei descended from epigenoiyical
modulated adult cutaneous fibroblasts. Furthermeceiptaid-dependent epigenomic modulation of both
foetal fibroblast cells and adult cutaneous fibesiblcells resulted in the significant enhanceménn witro
developmental potential of porcine NT embryos nay@s compared to the strategy of TSA-mediatedepi
netic transformation, but also as compared to #ok bf any epigenomic modification treatment of leac
donor fibroblast cells.
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