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Molekularne* podłoże epigenetycznego prze-
modelowania konfiguracji przestrzennej 

chromatyny jądrowej komórek somatycznych 
w rozwoju zarodków klonalnych
	 Nie ustalono dotąd jednoznacznej definicji 
określającej przeprogramowanie jąder komórko-
wych w oocytach ssaków zrekonstruowanych tech-
niką klonowania somatycznego, a następnie w roz-
wijających się z nich zarodkach klonalnych, można 
jednak przyjąć, że proces ten, a przynajmniej jego 
wstępny etap – strukturalne (morfologiczne/archi-
tektoniczne) przemodelowanie obejmuje wszystkie 
zmiany konformacyjne i cytobiochemiczne, jakim 
podlegają jądra komórek somatycznych znajdują-
cych się w interfazowym okresie cyklu mitotyczne-
go po ich wprowadzeniu do enukleowanych oocy-
tów (ooplastów), których cykl mejotyczny został 
fizjologicznie zablokowany w stadium metafazy II 
podziału mejotycznego (MII). Te zmiany konfigu-
racyjne prowadzą w następstwie sztucznej aktywa-
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cji zrekonstytuowanych oocytów do upodobnienia 
się tych jąder pod względem strukturalno-funkcjo-
nalnym do przedjądrzy zygoty (Bonk i in., 2007; 
Whitworth i Prather, 2010; Esteves i in., 2011; 
Sepulveda-Rincon i in., 2016). Jądro komórki so-
matycznej wprowadzone do dojrzałego in vitro lub 
in vivo wyjądrzonego oocytu w momencie jego 
rekonstrukcji, niezależnie od tego, czy zostało do-
starczone na drodze fuzji komórkowej czy mikro-
iniekcji, podlega swoistym procesom transforma-
cji ultrastrukturalnej oraz konwersji molekularnej, 
które są analogiczne do tych, jakie zachodziłyby 
we własnym aparacie jądrowym oocytu (Reik i in., 
2003 a; Shi i in., 2003 a; Yamanaka i in., 2009; 
Lorthongpanich i in., 2010). Pomimo usunięcia 
materiału genetycznego oocytu MII, wysoko re-
ceptywna ooplazma zachowuje właściwości na-
rzucające wprowadzonemu jądru taki stan, jaki 
miałoby jej własne jądro w tym samym momencie 
cyklu mejotycznego. Dlatego też, zjawisko mor-
fologicznej adaptacji chromatyny mitotycznej do 
warunków cytofizjologicznych panujących w mi-
krośrodowisku ooplazmatycznym jest zależne od 
podporządkowania się genomu komórki soma-
tycznej oddziaływaniu białkowych czynników 
regulatorowych w poszczególnych punktach kon-
trolnych/restrykcyjnych II podziału mejotycznego 
oocytu (Shi i in., 2004; Campbell i Alberio, 2003; 
Iurlaro i in., 2017). To zjawisko swoistego naśla-
dowania, tj. mimetyzmu procesów molekular-
nych, towarzyszących naturalnemu przebiegowi 
cyklu mejotycznego jest określane jako przejście 
DNA genomowego komórki-dawcy jądra z mito-
tycznej do pseudomejotycznej kontroli jego ak-
tywności transkrypcyjnej i metabolicznej (Corry 
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i in., 2009; Zhao i in., 2010). W sytuacji, gdy do 
nieaktywowanych wyjądrzonych oocytów MII 
wprowadzi się jakiekolwiek jądra interfazowe, 
to – pod wpływem wysokiego stężenia czynnika 
dojrzewania mejotycznego (MPF; ang. matura-
tion/meiosis promoting factor) i stabilizującego 
go czynnika cytostatycznego (CSF; ang. cyto-
static factor) – dochodzi w nich bardzo szybko 
do zaniku otoczki jądrowej (NEBD; ang. nuc-
lear envelope breakdown) oraz dyspersji jąde-
rek. W kolejnym etapie ma miejsce kondensacja 
chromatyny i wyróżnicowanie się chromosomów, 
które zostają zakotwiczone centromerami do mi-
krotubuli kinetochorowych płytki metafazowej 
uformowanej w obrębie wrzeciona kariokine-
tycznego (Liu i in., 2004; Eilertsen i in., 2007). 
Ten ostatni proces nosi nazwę spiralizacji de 
novo, respiralizacji lub przedwczesnej spirali-
zacji (kondensacji) chromosomów bądź chro-
matyny interfazowej komórki-dawcy jądra (PCS 
oraz PCC; ang. premature chromosome spiraliza-
tion/premature chromosome (chromatin) conden-
sation) (Reik i in., 2003 b; Pfister-Genskow i in., 
2005; Anckaert i Fair, 2015). Nomenklatura ta 
wynika z faktu  odróżnienia tego procesu od 
zmian konfiguracji przestrzennej obejmują-
cych zaawansowaną heterochromatynizację 
genomu i spiralizację chromosomów potomnych 
(niehomologicznych) podczas fizjologicznej me-
tafazy II podziału mejotycznego, tzn. zachodzą-
cej we właściwym momencie cyklu komórkowego 
(po przekroczeniu interkinetycznego punktu kon-
trolnego/restrykcyjnego MI/MII) (Kourmouli i in., 
2004; Deshmukh i in., 2011; Ma i in., 2015).
	 W środowisku cytoplazmatycznym oocy-
tu-biorcy egzogenna chromatyna pochodzenia 
somatogenicznego podlega nie tylko oddziały-
waniu enzymatycznych czynników warunkują-
cych charakter jej konformacyjnych rearanżacji 
w sposób ściśle związany z przebiegiem cyklu 
mejotycznego (Bonk i in., 2008; Wang i in., 2011 
a; Jullien i in., 2017). Czynniki te stanowią: MPF 
i CSF w stadium metafazy II (tj. przed sztuczną 
aktywacją zrekonstruowanego oocytu, tj. cybry-
dy klonalnej) oraz kompleks białkowy ligazy 
ubikwitynowej inicjujący anafazę podziału wy-
równawczego (AII), czyli cyklosom (APC/C; 
ang. anaphase-promoting complex/cyclosome) po 
przekroczeniu punktu kontrolnego wrzeciona ka-

riokinetycznego metafaza II/anafaza II (MII/AII) 
w następstwie aktywacji programu rozwojowe-
go cybrydy klonalnej. Przed sztuczną aktywacją 
cybryd klonalnych wprowadzona do ooplazmy 
chromatyna komórki-dawcy jądra podlega tak-
że oddziaływaniu białkowych czynników regu-
lujących epigenetycznie poziom jej aktywności 
transkrypcyjnej. Są nimi: 1) ooplazmatyczne me-
tylotransferazy/metylazy DNA (DNMTs; ang. 
DNA methyltransferases/methylases), m.in. 
izoenzymy DNMT1o i DNMT3a/3b; 2) białka 
wiążące się ze zmetylowanymi dinukleotydami, tzw. 
wysepkami konfiguracyjnymi  CpG (5’-cytydyno-
3’-monofosforylo-5’-guanozyny-3’), czyli mi-
nisekwencjami paliandromowymi MeCpG DNA 
genomowego (MeCPs; ang. methyl-CpG-binding 
proteins) oraz 3) inhibitory acetylotransferaz/
acetylaz histonów H3/H4 (iHATs; ang. histone 
acetyltransferase/acetylase inhibitors). Do tej 
grupy czynników należą również: 4) deacety-
lazy białek histonowych (HDACs; ang. histone 
deacetylases); 5) metylotransferazy histonów 
(HMTs; ang. histone methyltransferases) i 6) in-
hibitory demetylaz/deiminaz histonów (iHDMs; 
ang. histone demethylase/deiminase inhibitors). 
Konsekwencją oddziaływania tej złożonej grupy 
endogennych modulatorów epigenetycznych są 
procesy deacetylacji histonów, którym towarzy-
szą pozytywnie z nimi skorelowane procesy me-
tylacji DNA oraz metylacji białek histonowych. 
Pośrednim skutkiem wyżej wspomnianych mo-
dyfikacji epigenomowych jest silna kondensacja 
chromatyny i represja transkrypcyjna genomu 
somatogenicznego w cytoplazmie nieaktywowa-
nych ooplastów MII (Rybouchkin i in., 2006; Bui 
i in., 2007; Rodriguez-Osorio i in., 2012; Buganim 
i in., 2013). Z kolei, w zrekonstruowanych oocy-
tach, które poddano sztucznej aktywacji, chroma-
tyna komórki-dawcy jądra podlega oddziaływaniu 
odmiennych czynników regulatorowych profilu 
epigenetycznego DNA genomowego. Wśród nich 
należy wymienić: 1) ooplazmatyczne i/lub nu-
kleoplazmatyczne (kariolimfatyczne) inhibitory 
kompetycyjne metylotransferaz/metylaz DNA 
(iDNMTs; ang. DNA methyltransferase/methylase 
inhibitors), m.in. blokery izosteryczne izoenzy-
mów DNMT1o i DNMT3a/3b; 2) represory ak-
tywności białek wiążących się ze zmetylowanymi 
dinukleotydami, tzw. wysepkami konfiguracyj-
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nymi CpG (5’-cytydyno-3’-monofosforylo-5’-
guanozyny-3’), czyli minisekwencjami palian-
dromowymi MeCpG DNA genomowego (iMeCPs; 
ang. methyl-CpG-binding protein inhibitors) oraz 
3) acetylotransferazy/acetylazy histonów H3/
H4 (HATs; ang. histone acetyltransferases/ace-
tylases). Ponadto, czynniki te są reprezentowane 
przez: 4) inhibitory izosteryczne deacetylaz białek 
histonowych (iHDACs; ang. histone deacetylase 
inhibitors); 5) białka supresorowe metylotransfe-
raz histonów (iHMTs; ang. histone methyltrans-
ferase inhibitors) oraz 6) demetylazy/deiminazy 
histonów (HDMs; ang. histone demethylases/de-
iminases) i 7) złożone kompleksy białkowe o ak-
tywności enzymatycznej ATPaz, odpowiedzialne 
za architektoniczną (konformacyjną) rearanżację 
chromatyny jądrowej (ChRs; ang. chromatin re-
modeling complexes). W następstwie oddziaływa-
nia tej całej kaskady regulatorów pamięci epige-
netycznej somatogenicznych jąder komórkowych 
w aktywowanej ooplazmie cybryd klonalnych 
mają miejsce procesy acetylacji histonów, które są 
pozytywnie skorelowane z procesami demetylacji 
DNA oraz demetylacji histonów rdzenia nukle-
osomowego chromatyny jądrowej. Terminalnym 
efektem tych wszystkich post-aktywacyjnych 
modyfikacji epigenomowych jest dekondensacja 
chromatyny jądrowej i aktywacja transkrypcyjna 
genomu komórek somatycznych w cytoplazmie 
zrekonstytuowanych oocytów poddanych sztucz-
nej stymulacji zarodkowego programu rozwojo-
wego (Armstrong i in., 2006; Corry i in., 2009; 
Zhao i in., 2010).
	 Wystawienie „nagiej” oraz silnie skonden-
sowanej – w wyniku zaniku/rozpadu otoczki jądro-
wej (NEBD) i przedwczesnej kondesacji (PCC) 
– chromatyny, jak również związanych z chroma-
tyną białek jądrowych na długotrwałe działanie 
czynników ooplazmatycznych, determinujących 
epigenomowo-zależny profil ekspresji lub supresji 
transkrypcyjnej genów, jest warunkiem koniecz-
nym do tego, aby zaszło pełne przemodelowanie 
i przeprogramowanie jąder komórek somatycz-
nych, a w konsekwencji prawidłowy rozwój zre-
konstytuowanych oocytów (Dean i in., 2003; 
Shi i in., 2003 a). Przemodelowanie konformacji 
wprowadzonych jąder nie jest zjawiskiem jednora-
zowym, lecz ciągiem przemian zachodzących pod-
czas kolejnych podziałów mitotycznych w okresie 

bruzdkowania zarodków. Z tego względu, dodatko-
wa runda procesów NEBD i PCC, jakiej podlegają 
jądra somatogeniczne w cytoplazmie enukleowa-
nych oocytów MII, może mieć korzystny wpływ 
na ich przemodelowanie. Z wydłużeniem czasu 
ekspozycji transferowanych jąder somatogenicz-
nych na działanie czynników ooplazmatycznych 
wzrasta stopień zaawansowania strukturalno-funk-
cjonalnych modyfikacji chromatyny jądrowej, co 
z kolei wpływa na prawidłowy przebieg złożonych 
i wielofazowych przemian, jakim podlegają jądra 
w odpowiedzi na zewnętrzny sygnał aktywacyjny 
(Campbell i Alberio, 2003; Beaujean i in., 2004; 
Whitworth i Prather, 2010). W standardowym mo-
delu postaktywacji uzyskane cybrydy klonalne są 
pobudzane do rozwoju zarodkowego z jedno- lub 
kilkugodzinnym opóźnieniem czasowym w sto-
sunku do momentu rekonstrukcji enukleowanego 
oocytu, czyli przeprowadzenia mikrochirurgiczne-
go zabiegu transplantacji jądra komórkowego do 
ooplastu. Po sztucznej aktywacji zrekonstytuowa-
nego oocytu wokół zdekondensowanej chromatyny 
powstaje nowa otoczka jądrowa, a odtworzone ją-
dro interfazowe rozpoczyna program przemodelo-
wania konfiguracji przestrzennej zgodnie z przebie-
giem cyklu komórkowego aktywowanego oocytu. 
Pierwszą oznaką architektonicznego przemodelo-
wania jądra jest jego wzrost (pęcznienie; ang. nuc-
lear swelling; NS) w cytoplazmie komórki-biorcy. 
Znaczny wzrost objętości jądra jest obserwowany 
w zrekonstytuowanych oocytach świni. Rozpulch-
nienie uformowanych po ukończonym podzia-
le pseudomejotycznym jąder interfazowych jest 
procesem kilkustopniowym i w końcu prowadzi 
do osiągnięcia przez nie rozmiarów zbliżonych 
do rozmiarów przedjądrzy fizjologicznych. Dla-
tego też jądra, które zostały odtworzone w okre-
sie międzypodziałowym w następstwie sztucznej 
aktywacji cybryd klonalnych, określa się bardzo 
często mianem rzekomych przedjądrzy lub pseu-
doprzedjądrzy (Narbonne i in., 2012; Sepulveda-
Rincon i in., 2016). Stanowią one strukturalno-
funkcjonalny ekwiwalent właściwych przedjądrzy, 
które powstają w warunkach fizjologicznych po 
zapłodnieniu oocytu (Sarmento i in., 2004; Bang 
i in., 2013). Prawidłowe ich uformowanie jest klu-
czowym czynnikiem wskazującym z jednej strony 
na pełną i szybką odpowiedź oocytu na sygnały 
jonowe dostarczane przez sztuczne aktywatory, 
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a z drugiej – na wysoką efektywność zastoso-
wanej po rekonstrukcji enukleowanego oocytu 
procedury aktywacji. Zwiększenie średnicy jądra 
interfazowego jest spowodowane prawdopodob-
nie przemieszczaniem się pewnych białek oopla-
zmatycznych do kariolimfy, a także późniejszą 
wymianą białek pomiędzy cytoplazmą komórki-
biorcy a nukleoplazmą wprowadzonego jądra. 
Białka te należą głównie do grupy modulatorów 
epigenetycznych oraz czynników regulatoro-
wych cyklu pseudomejotycznego i mitotycznego 
(Novak i in., 2004; Lorthongpanich i in., 2010). 
Ważną rolę w procesie przemodelowania i prze-
programowania jądrowego odgrywa wymiana 
czynników zaangażowanych w regulację zarów-
no struktury chromatyny, jak i tkankowo-specy-
ficznej ekspresji genów na czynniki pochodze-
nia oocytarnego. Czynniki te mogą pokierować 
zmianami konfiguracji przestrzennej chromatyny 
jądrowej, zgodnie z aktualnymi wymaganiami 
zrekonstytuowanego oocytu i zarodka. Wydłużo-
na ekspozycja chromatyny komórki somatycznej-
dawcy jądra na działanie białek strukturalnych 
i enzymatycznych oocytu-biorcy jest konieczna 
do prawidłowego zainicjowania procesu przepro-
gramowania genomu przed momentem aktywacji 
programu rozwojowego cybrydowej zygoty klo-
nalnej. W oocytach zrekonstruowanych z inter-
fazowych jąder somatogenicznych w fazach G0 
i G1 cyklu komórkowego indukowane są albo 
procesy rozpadu otoczki jądrowej – NEBD oraz 
przedwczesnej kondensacji chromatyny – PCC, 
a następnie proces objętościowego wzrostu/pęcz-
nienia odtworzonych jąder interfazowych – NS 
(przy wyborze protokołu postaktywacji lub proto-
kołu jednoczesnej fuzji i aktywacji elektrycznej), 
albo tylko proces pęcznienia pierwotnie uformo-
wanych (tj. odziedziczonych wraz z cytoplazmą 
i innymi organellami komórek somatycznych) ją-
der interfazowych – NS (przy wyborze protoko-
łu preaktywacji lub protokołu jednoczesnej fuzji 
i aktywacji elektrycznej). W przypadku protokołu 
preaktywacji wprowadzenie interfazowego jądra 
do enukleowanego oocytu, w którym było już 
obecne jądro obłonione, nie powoduje żadnych 
zmian morfologicznych transferowanego jądra, 
a najwyżej jego pęcznienie (Santos i Dean, 2004; 
Rodriguez-Osorio i in., 2012).
	 Okres, w którym zachodzą procesy za-

niku otoczki jądrowej (NEBD) oraz przedwcze-
snej kondensacji chromatyny (PCC) i /lub proces 
pęcznienia uformowanych de novo bądź już ist-
niejących jąder interfazowych (NS), dotyczy za-
stępowania czynników białkowych, związanych 
z chromatyną jądrową białkami pochodzenia 
ooplazmatycznego, a DNA genomowy jest epi-
genetycznie modyfikowany w celu pełnego prze-
modelowania i przeprogramowania, niezbędne-
go do utrzymania rozwoju ontogenetycznego 
zarodka do końca ciąży (Campbell i Alberio, 
2003; Beaujean i in., 2004; Shi i Wu, 2009).
	 Cofnięcie transkrypcyjnego „zegara bio-
logicznego” genomu komórek somatycznych, któ-
re utraciły już swoją totipotencję lub pluripotencję 
w procesie cytodyferencjacji, do statusu jądra zy-
goty musi obejmować nie tylko strukturalne (ar-
chitektoniczne/morfologiczne) przemodelowanie 
chromatyny jądrowej, lecz także epigenetyczne 
przeprogramowanie (tj. odróżnicowanie moleku-
larne) genomu w celu pełnego przywrócenia za-
rodkowego wzorca ekspresji genów (Reik, 2007; 
Prather i in., 2009). Strukturalne przemodelowa-
nie wprowadzonych jąder dotyczy zatem prze-
biegających w obrębie somatogenicznej chroma-
tyny przemian tautomerycznych jej konformacji 
przestrzennej, które są określane łącznie mianem 
konstytucyjno-metabolicznej rearanżacji jądro-
wego aparatu genetycznego (Shi i in., 2003 a,b; 
Reik i in., 2003 b; Selokar i in., 2015). Z kolei, 
epigenetyczne przemodelowanie chromatyny 
jądrowej jest związane z intensywnymi modyfi-
kacjami kowalencyjnymi reszt lizyny i argininy 
białek histonowych (głównie H3 i H4) jej rdze-
nia nukleosomowego. Przed sztuczną aktywacją 
zrekonstruowanego oocytu mają miejsce zaawan-
sowane procesy metylacji/deacetylacji reszt lizy-
ny histonów H3 i H4 oraz procesy demetylacji 
reszt argininy tych histonów, czego efektem jest 
przedwczesna kondensacja chromatyny jądrowej, 
czyli przedwczesna heterochromatynizacja geno-
mu komórki somatycznej. Po aktywacji zrekon-
struowanego oocytu zachodzą natomiast procesy 
odwrotne do wyżej wspomnianych, takie jak: 
demetylacja/acetylacja reszt lizyny oraz mety-
lacja reszt argininy białek histonowych, którym 
towarzyszy dekondesacja de novo chromatyny 
somatogenicznej, tzn. ponowna euchromatyniza-
cja genomu jądrowego komórki-dawcy (Liu i in., 
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2004; Eilertsen i in., 2007; Bang i in., 2013). Wa-
dliwe przemodelowanie konfiguracji przestrzen-
nej chromatyny jądrowej komórek somatycznych 
w potomnych blastomerach bruzdkujących za-
rodków klonalnych może być zatem uwarunko-
wane nieprawidłowymi zmianami konformacyj-
nymi i epigenetycznymi, powstałymi w czasie 
przedwczesnej kondensacji chromosomów w cy-
toplazmie zrekonstruowanych oocytów. Zmia-
ny te wydają się być głównym powodem różnic 
w zdolności do odtwarzania interfazowej postaci 
chromatyny jądrowej (tj. formowania pseudo-
przedjądrzy) przez cybrydowe zygoty klonalne. 
Ponadto, mogą one mieć wpływ na błędne mo-
dyfikacje kowalencyjne białek histonowych kon-
stytutywnej heterochromatyny jądrowej (głównie 
w regionie pericentromerowym chromosomów) 
w kolejnych stadiach rozwoju przed- i poimplan-
tacyjnego zarodków oraz płodów klonalnych. To 
z kolei może zahamować przeprogramowanie 
wielu genów pochodzenia somatogenicznego, 
kluczowych dla poszczególnych faz embrio- 
i fetogenezy, w wyniku indukcji nukleosomowej 
supresji transkrypcyjnej w różnicujących się komór-
kach zarodkowych i płodowych (Seki i in., 2005; 
Lorthongpanich i in., 2010; Zhao i in., 2010).

	 Molekularne podłoże epigenetycznego 
przeprogramowania aktywności transkryp-
cyjnej genomu jądrowego komórek somatycz-
nych w rozwoju zarodków klonalnych
	 Przeprogramowanie aktywności trans-
krypcyjnej DNA jądrowego komórek somatycz-
nych dotyczy zmian epigenomowych, które prze-
biegają dwustopniowo w pre- i postimplantacyjnej 
fazie rozwoju zarodków klonalnych (Shi i Wu, 
2009; Masala i in., 2017). Informacja epigene-
tyczna, w odróżnieniu od informacji genetycznej 
zapisanej w sekwencji nukleotydów DNA (tj. jego 
strukturze I-rzędowej), jest zakodowana w struk-
turze i funkcjach kowalencyjnych modyfikacji 
DNA oraz białek histonowych. Najważniejsze 
z tych modyfikacji są wynikiem procesów mety-
lacji reszt cytozyny łańcucha polinukleotydowego 
podwójnej α-helisy DNA jądrowego (w obrębie 
dinukleotydów/wysp CpG, czyli 5’-cytydyno-3’-
monofosforylo-5’-guanozyny-3’) oraz procesów 
metylacji i acetylacji reszt lizyny bądź procesów 
metylacji reszt argininy histonów H3 oraz H4 

rdzenia nukleosomowego chromatyny jądrowej 
(Reik i in., 2003 a,b; Shi i in., 2004; Iurlaro i in., 
2017). Wymienione wyżej procesy mogą mieć 
charakter globalny i obejmować w sposób ciągły 
znaczną część genomu jądrowego lub mogą być 
ograniczone do pewnych specyficznych sekwen-
cji di-, tri- i oligonukleotydowych DNA (zarówno 
eksonów, intronów, sekwencji niepowtarzalnych/
unikatowych, jak i sekwencji powtarzających się 
tandemowo lub w sposób rozproszony w całym 
genomie). Mogą one ograniczać się także do 
krótkich sekwencji reszt aminoacylowych w łań-
cuchach polipeptydowych białek histonowych 
lub do niektórych struktur przestrzennych chro-
matyny jądrowej. Analiza jakościowa i ilościowa 
tych modyfikacji jest przedmiotem badań nowej 
gałęzi genetyki molekularnej określanej mianem 
epigenomiki. Profil pamięci epigenetycznej zale-
ży zatem z jednej strony od częstotliwości me-
tylacji DNA/histonów i stopnia acetylacji białek 
histonowych, a z drugiej – od wzajemnych ko-
relacji między tymi dwoma rodzajami modyfika-
cji kowalencyjnych genomu. Ponadto, profil ten 
jest uwarunkowany stosunkiem ilościowym glo-
balnych lub sekwencyjnie-specyficznych miejsc 
metylacji DNA do miejsc metylacji i deacetyla-
cji histonów lub jego odwrotnością, tj. proporcją 
miejsc demetylacji DNA do miejsc demetylacji 
i acetylacji histonów (Shi i in., 2003 a; Simonsson 
i Gurdon, 2004; Anckaert i Fair, 2015).
	 Rearanżacja epigenetycznej pamięci ko-
mórkowej dotyczy również strukturalno-funkcjo-
nalnej reorganizacji chromatyny jądrowej, któ-
ra jest związana z konformacyjnymi zmianami 
długości terminalnych odcinków chromosomów, 
czyli telomerów (Jeon i in., 2005; Kurome i in., 
2008; Gomes i in., 2011). Epigenomowe modyfi-
kacje biochemiczne w obrębie chromatyny telo-
merowej są z kolei sprzężone z biokatalityczną/
enzymatyczną aktywnością telomerazy (Cui i in., 
2003; Jiang i in., 2004).
	 Prawidłowy przebieg procesów epige-
netycznej kontroli aktywności transkrypcyjnej 
genomu jądrowego zarodków klonalnych jest w du-
żym stopniu skorelowany dodatnio z inhibicją re-
presji nukleosomowej DNA przez zależne od ATP 
wielopodjednostkowe białka z rodziny brahma, np. 
BRG1 oraz BRM, które są homologiczne z czyn-
nikami białkowymi drożdży Saccharomyces cere-
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visiae z grupy SWI2/SNF2 (ang. switch of mating 
type/sucrose non-fermenting). Te kompleksy białko-
we są zaangażowane w przebudowę chromatyny so-
matogenicznej (zmiany w topologii DNA) najpierw 
w mikrośrodowisku cytoplazmatycznym oocytu-
biorcy jądra, a następnie w cytozolu blastomerów 
zarodków znajdujących się w kolejnych stadiach 
rozwoju przedimplantacyjnego (Andreu-Vieyra 
i Matzuk, 2007; Rajasekhar i Begemann, 2007; Lee 
i in., 2010; Buganim i in., 2013).
	 Zarówno informacja zapisana w trójko-
wym kodzie genetycznym DNA, jak i tzw. pa-
mięć epigenetyczna są dziedziczne, a zaburzenia 
ich dziedziczenia, czyli mutacje genetyczne (ge-
nowe) oraz mutacje epigenetyczne (epimutacje) 
są skutkiem nieprawidłowego lub niepełnego 
przeprogramowania aktywności transkrypcyjnej 
genomu jądrowego w przed- i poimplantacyjnej 
fazie rozwoju zarodkowego (Dindot i in., 2004; 
Kim i in., 2004; Lepikhov i in., 2008; Kungulo-
vski i Jeltsch, 2016).
	 W pierwszym etapie epigenetyczne prze-
programowanie jąder komórek somatycznych 
w klonalnych zarodkach ssaków charakteryzuje 
się występowaniem dwucyklicznej fali procesów 
niezależnej od replikacji DNA demetylacji ak-
tywnej reszt cytozyny oraz zależnej od replikacji 
DNA demetylacji pasywnej w obrębie dinukleoty-
dów CpG. Równolegle do procesów wzmożonej 
demetylacji somatogenicznego DNA genomowe-
go zachodzą procesy acetylacji i demetylacji reszt 
lizyny histonów (głównie H3 oraz H4), a także 
procesy metylacji reszt argininy histonów H3 i H4 
chromatyny jądrowej (Liu i in., 2004; Dai i in., 
2010; Song i in., 2014). Faza inicjatorowa i wy-
konawcza wyżej wymienionych kowalencyjnych 
modyfikacji genomu komórek-dawców jąder 
przebiega w okresie post-zygotycznym, a jej po-
średnim punktem kontrolnym jest moment akty-
wacji transkrypcyjnej genomu zarodkowego (Shi 
i in., 2004; Lagutina i in., 2010, 2011). Z kolei, 
terminalna faza demetylacji reszt cytozyny DNA, 
jak również hiperacetylacji i hipometylacji reszt 
lizyny oraz hipermetylacji reszt argininy białek 
histonowych rozpoczyna się już w okresie przy-
padającym po aktywacji transkrypcyjnej genomu 
zarodkowego, a końcowy punkt kulminacyjny tej 
fazy stanowi moment osiągnięcia przez rozwija-
jące się zarodki klonalne stadiów moruli/blastocysty 

(Costa-Borges i in., 2010; Liao i in., 2015).
	 Drugi etap epigenetycznego przeprogra-
mowania aktywności transkrypcyjnej genomu 
jądrowego komórek somatycznych rozpoczyna 
się w stadium późnej blastocysty, ulegającej pro-
cesowi gastrulacji. Etap ten cechuje fala inten-
sywnej metylacji de novo reszt cytozyny DNA 
w wyróżnicowanych z embrioblastu (ICM; ang. 
inner cell mass) komórkach zasiedlających epi-
blast (ektodermę pierwotną) oraz hipoblast (en-
dodermę pierwotną). Procesom remetylacji reszt 
cytozyny DNA w obrębie dinukleotydów CpG 
towarzyszy deacetylacja i metylacja de novo reszt 
lizyny, a także demetylacja de novo reszt argininy 
histonów rdzenia nukleosomowego chromatyny 
jądrowej. W komórkach linii somatogenicznej, 
wywodzących się z epiblastu (komórki ekto- 
i mezodermy zarodkowej) oraz z hipoblastu (ko-
mórki endodermy zarodkowej) jest realizowany 
molekularny scenariusz przebiegający w oparciu 
o inicjację ścieżki ilościowego powtórzenia (re-
kapitulacji) ogólnego schematu/profilu metylacji 
reszt cytozyny genomowego DNA komórek-daw-
ców jąder. Jednakże, ścieżka remetylacji DNA 
jądrowego jest finalizowana poprzez zaszyfro-
wanie i utrwalenie kompletnie nowego kodu epi-
genetycznego (metylomu) wskutek postępującej 
cytodyferencjacji, czyli różnicowania komórek so-
matycznych w ramach embrionalnej histogenezy. 
W komórkach pozazarodkowych, pochodzących 
z linii komórek trofoblastycznych jest natomiast 
utrzymywany stan hipometylacji genomu jądro-
wego komórek-dawców (Dean i in., 2003; Reik 
i in., 2003 a; Sepulveda-Rincon i in., 2016).
	 Modyfikacje epigenomowe prowadzą 
do skoordynowanych zmian w stopniu ekspre-
sji poszczególnych genów w kolejnych stadiach 
przed- i poimplantacyjnego rozwoju zarodków 
klonalnych. Zmiany w aktywności transkryp-
cyjnej genów odbywają się na skutek represji/
supresji nukleosomowej (wyciszenie aktywności 
transkrypcyjnej, ang. gene silencing), indukowa-
nej hipermetylacją DNA i reszt lizyny histonów, 
demetylacją reszt argininy histonów oraz hipo-
acetylacją reszt lizyny histonów chromatyny ją-
drowej. Mogą one także odbywać się na skutek 
stymulacji, czyli wzmocnienia ich aktywności 
transkrypcyjnej (ang. gene expression enhan-
cing), której towarzyszy demetylacja reszt cyto-
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zyny DNA i reszt lizyny histonów, hipermetylacja 
reszt argininowych histonów oraz hiperacetylacja 
reszt lizyny histonów H3 i H4 (Seki i in., 2005; 
Pfister-Genskow i in., 2005; Koike i in., 2016).

Molekularne podłoże epigenetycznego prze-
programowania rodzicielskiego piętna geno-
mowego komórek somatycznych w rozwoju 
zarodków klonalnych
	 Istotnym mechanizmem molekularnym 
epigenetycznego przeprogramowania DNA ją-
drowego jest także wymazanie („wyzerowanie”) 
zjawiska genomowego imprintingu rodzicielskie-
go (piętnowania gametycznego), warunkującego 
ekspresję jednorodzicielską (uniparentalną), czyli 
monoalleliczną niektórych genów, np. genów osi 
somatotropowej, które są odpowiedzialne za re-
gulację procesów proliferacyjnego i metabolicz-
nego wzrostu komórek, tkanek, organów i ciała 
rozwijających się płodów i urodzonego potom-
stwa klonalnego (Lee i in., 2003; Srivastava i in., 
2003; Shi i Wu, 2009; Jullien i in., 2017). Do 
epigenetycznie napiętnowanych genów osi soma-
totropowej należą: 1) zlokalizowany w chromo-
somie 17 myszy i w chromosomie 6 człowieka 
gen receptora insulinopodobnego czynnika wzro-
stowego typu 2 (Igf2r); 2) zlokalizowany w chro-
mosomie 7 myszy i w chromosomie 11 człowieka 
gen niekodującego transkryptu mRNA specyficz-
nego dla wątroby płodowej (H19) oraz 3) zlo-
kalizowany w chromosomie 7 myszy i w chro-
mosomie 11 człowieka gen insulinopodobnego 
czynnika wzrostowego typu 2 (Igf2) (Park i in., 
2004; Paoloni-Giacobino i Chaillet, 2004; Smith 
i in., 2012; Hossain i in., 2014).
	 Wymazywanie markerów charaktery-
stycznych dla rodzicielskiego imprintingu geno-
mowego polega na stopniowym (ale ograniczo-
nym jakościowo i ilościowo) usuwaniu metylacji 
piętnującej allele wybranych genów pochodzenia 
ojcowskiego (np. genów Igf2r i H19, które ulega-
ją ekspresji z genomu matczynego) lub usuwaniu 
metylacji piętnującej allele genów pochodzenia 
matczynego (np. genu Igf2, który jest ekspry-
mowany z genomu ojcowskiego) (Dindot i in., 
2004; Fernandez-Gonzales i in., 2004; Masala 
i in., 2017). W kolejnych stadiach rozwoju przed-
implantacyjnego klonalnych zarodków ssaków 
proces ten dotyczy tylko niewielkiej redukcji 

liczby zmetylowanych wysp CpG (minisekwen-
cji paliandromowych MeCpG) genomu jądrowego 
w obrębie międzygenowych regionów kontrol-
nych piętnowania (ICR; ang. imprinting control 
regions), zwanych również centrami piętnowania 
lub regionami/domenami o zróżnicowanej mety-
lacji (ang. differentially methylated regions/doma-
ins; DMR/DMD) (Mann i in., 2004; Eilertsen i in., 
2007; Rodriguez-Osorio i in., 2012; Iurlaro i in., 
2017). Dlatego też, epigenetyczna pamięć komór-
kowa o tym, w jaki sposób geny DNA jądrowego 
były pierwotnie wyznakowane w kierunku eks-
presji jednorodzicielskiej, zostaje w przeważają-
cej większości zachowana, czyli z reguły wzorzec 
ogólnej metylacji piętnującej ojcowski i matczyny 
genom jądrowy, pochodzący z komórek somatycz-
nych, jest utrzymany w rozwijających się przed-
implantacyjnych zarodkach klonalnych. Z uwagi 
na fakt, że aparat transkrypcyjny bruzdkujących 
zarodków klonalnych wydaje się być niewrażliwy 
na zależny od piętnowania genomowego ogólny 
stopień metylacji dinukleotydów CpG, warunku-
je to i tak bialleliczną (dwurodzicielską) ekspresję 
genów zarodkowych (Ogawa i in., 2003; Zhang 
i in., 2014; Prokopuk i in., 2017).
	 Następny unikalny cykl demetylacji/re-
metylacji w ramach globalnych zmian epigeno-
mowych DNA jądrowego ma miejsce podczas 
gametogenezy i jest konieczny do całkowitego 
usunięcia rodzicielskiego piętna genomów so-
matogenicznych w linii pierwotnych komórek 
płciowych. W komórkach germinalnych utrzy-
muje się zatem stan hipometylacji DNA jądro-
wego i dodatkowo jest usuwana metylacja pięt-
nująca geny ulegające ekspresji uniparentalnej, 
czyli monoallelicznej, co sprawia, że ekspresja 
genów jest podczas gametogenezy bialleliczna. 
Z kolei, w późniejszych etapach gametogenezy 
allele genów, które są umiejscowione w loci so-
matogenicznych chromosomów odziedziczonych 
po osobnikach męskich, są piętnowane de novo 
według wzoru odpowiedniego dla danej płci ge-
netycznej rozwijającego się płodu klonalnego. 
Oznacza to, że pierwotny profil genomowego im-
printingu rodzicielskiego, tj. schemat metylacji 
piętnującej geny, które cechuje monoalleliczna 
aktywność transkrypcyjna, ulega w takich chro-
mosomach odwróceniu, a ogólny poziom mety-
lacji reszt cytozyny DNA osiąga wysoki stopień 



M. Samiec i M. Skrzyszowska

44 Prace  przeglądowe

w odtworzonej z nich chromatynie interfazo-
wej (Allegrucci i in., 2005; Nashun i in., 2015; 
Sepulveda-Rincon i in., 2016).
	 Obserwowane często w rozwoju zarod-
ków i płodów uzyskiwanych na drodze technolo-
gii wspomaganego rozrodu zwierząt (klonowanie 
somatyczne, zapłodnienie in vitro) zaburzenia, 
które występują podczas przeprogramowania epi-
genetycznych markerów determinujących piętno 
gametyczne w obrębie genu Igf2r oraz w obrę-
bie zespołu genów H19-Igf2, są przyczyną np. 
biallelicznej supresji transkrypcyjnej genu Igf2r 
i/lub genu H19, albo biallelicznej nadekspresji 
genu Igf2. Epimutacje, takie jak: 1) nadmierna 
metylacja reszt cytozyny DNA i hipoacetylacja 
histonów chromatyny w obrębie matczynych al-
lelów genów Igf2r i/lub H19 oraz 2) nadmierna 
demetylacja reszt cytozyny DNA i hiperacetyla-
cja histonów chromatyny w obrębie matczynego 
allelu genu Igf2, leżą łącznie u podstaw ujawnie-
nia się i rozwoju fenotypowych cech charaktery-
stycznych dla syndromów nadmiernej masy oko-
łourodzeniowej potomstwa (ang. Large Offspring 
Syndrome; LOS) oraz przerostu (hiperplazji i hi-
pertrofii komórek) łożyska (ang. Large Placenta 
Syndrome; LPS) (Mann i in., 2004; Fernandez-
Gonzales i in., 2004; Jafarpour i in., 2017).

Sztuczna synchronizacja cyklu mitotycznego 
i modulacja profilu pamięci epigenetycznej ko-
mórek-dawców jąder oraz oddziaływanie tych 
metod na przeprogramowanie aktywności trans-
krypcyjnej genomu w zarodkach klonalnych
	 Potencjał rozwojowy klonalnych zarod-
ków ssaków jest w znacznej mierze uwarunko-
wany stopniem zaawansowania epigenetycznych 
modyfikacji DNA jądrowego komórek soma-
tycznych, poddawanych długotrwałej hodowli 
in vitro. Modulacja profilu pamięci epigenetycz-
nej (tj. schematu metylacji DNA oraz acetylacji 
histonów) w hodowanych ex vivo komórkach so-
matycznych-dawcach jąder może bowiem zależeć 
od indukcji nukleosomowej supresji transkryp-
cyjnej przez różne warunki hodowli in vitro (np. 
inhibicję kontaktową w stanie pełnej konfluencji 
lub głodzenie komórek) (Costa-Borges i in., 2010; 
Kim i in., 2011; Kungulovski i Jeltsch, 2016).
	 Synchronizacja cyklu podziałowego ko-
mórek-dawców jąder w fazach G0/G1 odgrywa 

znaczącą rolę w prawidłowym przeprogramowa-
niu profilu pamięci epigenetycznej egzogennego 
jądra w środowisku cytoplazmatycznym oocy-
tu-biorcy (Yang i in., 2007; Rodriguez-Osorio 
i in., 2012). Wprowadzenie komórki somatycz-
nej w stan spoczynkowy, jakim jest faza G0, 
przy wykorzystaniu różnych metod synchroni-
zacji cyklu komórkowego, powoduje „wycisze-
nie” jej genów wskutek zahamowania ich ak-
tywności transkrypcyjnej. Supresja, tj. uśpienie 
(ang. quiescence) potencjału proliferacyjnego 
komórek-dawców oraz represja transkrypcyj-
na i metaboliczna ich genomu jądrowego mogą 
być sprowokowane czynnikami zadanymi eks-
perymentalnie lub występować naturalnie po 
osiągnięciu przez komórkę stanu pełnego zróż-
nicowania. Silnie skondensowana chromatyna 
jądrowa z wyraźnymi symptomami represji nu-
kleosomowej wielu regionów DNA genomowego 
po wprowadzeniu do oocytu-biorcy prawidłowo 
reaguje na sygnały biochemiczne płynące z jego 
środowiska cytoplazmatycznego, tzn. na inhibi-
cję aktywności enzymatycznej metylotransferaz 
DNA (DNMT1 oraz DNMT3a/b) oraz wzrost 
aktywności biokatalitycznej acetylaz histonów 
rdzenia nukleosomowego H3 i H4, co umożliwia 
pełne przeprogramowanie pamięci epigenetycz-
nej egzogennego jądra (Eilertsen i in., 2007; Liao 
i in., 2015; Huang i in., 2016). Z dotychczaso-
wych eksperymentów nad klonowaniem ssaków 
wynika, że źródłem komórek somatycznych, 
najbardziej podatnych na epigenetyczne przepro-
gramowanie genomu jądrowego i mitochondrial-
nego w zrekonstytuowanych zarodkach, są fibro-
blasty płodowe, a także fibroblasty tkanki skórnej 
dorosłych osobników, których cykl mitotyczny 
został zsynchronizowany in vitro w stadiach G1/
G0 lub G0/G1 w wyniku ich hodowli do stanu 
pełnej konfluencji lub głodzenia (Skrzyszowska 
i in., 2008; Kurome i in., 2013; Samiec i in., 2013 
a,b). Po osiągnięciu 100% konfluencji komórki 
somatyczne podlegają zahamowaniu kontakto-
wemu (inhibicji kontaktowej) podziałów mito-
tycznych w wyniku opanowania całej dostępnej 
powierzchni naczyńka hodowlanego, tj. substra-
tu. Jest to stan, w którym gęstość komórek limi-
tuje ich migrację i proliferacyjny wzrost (Brunetti 
i in., 2008; Samiec i Skrzyszowska, 2014; Samiec 
i in., 2015). Alternatywny system synchronizacji 
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faz cyklu podziałowego, jakim jest głodzenie, 
określane również mianem deprywacji troficznej 
komórek-dawców jąder, polega na gwałtownym 
i długotrwałym obniżeniu (z 10% do 0,5%) stę-
żenia surowicy płodów bydlęcych (FBS; ang. 
foetal bovine serum) w pożywce hodowlanej, tj. 
głównego źródła mitogenów, polipeptydowych 
czynników wzrostowych oraz czynników odżyw-
czych (budulcowych i energetycznych) (Kawano 
i in., 2004; Lagutina i in., 2010, 2011). Z kolei, 
takie warunki hodowli in vitro mogą powodować 
drastyczny przyrost stopnia metylacji reszt cy-
tozyny genomowego DNA oraz niekontrolowa-
ne zwiększenie stopnia deacetylacji reszt lizyny 
histonów chromatyny jądrowej w komórkach 
somatycznych. Może to być przyczyną znaczą-
cych odchyleń od prawidłowego wzorca ekspre-
sji, kluczowych dla przed- i poimplantacyjnego 
rozwoju zarodków klonalnych, genów na skutek 
ograniczonej demetylacji DNA, a także hipoace-
tylacji histonów rdzenia nukleosomowego oraz 
wynikającej z tego represji transkrypcyjnej prze-
ważającej części somatogenicznego genomu ją-
drowego (Campbell i Alberio, 2003; Esteves i in., 
2011; Mason i in., 2012). Jednakże, zachowanie 
prawidłowego wzorca metylacji DNA i acetylacji 
histonów podczas hodowli in vitro komórek-daw-
ców jąder jest jednym z czynników niezbędnych 
do skutecznego epigenetycznego przeprogramo-
wania transplantowanego DNA genomowego (En-
right i in., 2005; Yamanaka i in., 2009; Anckaert 
i Fair, 2015). W celu pełnego przeprogramowania 
jądra dawcy w zrekonstruowanym zarodku cały 
wzorzec metylacji DNA (tkankowo-specyficzny) 
wysoko zróżnicowanych komórek linii somatoge-
nicznej musi zostać cofnięty do początkowego (to-
tipotentnego) statusu rozwojowego jądra zygoty na 
drodze demetylacji reszt cytozyny (Kishigami i in., 
2006; Deshmukh i in., 2011; Narbonne i in., 2012; 
Saini i in., 2014). Ten tkankowo-specyficzny sto-
pień zróżnicowania komórkowego (cytodyferen-
cjacji) może być uwarunkowany zmiennością we 
wzorcu ekspresji genów w komórkach o różnym 
fenotypie i specjalizacji strukturalno-funkcjonal-
nej, wynikającą z różnic we frekwencjach represji 
transkrypcyjnej oraz aktywności transkrypcyjnej 
DNA genomowego poszczególnych typów komó-
rek somatycznych (Armstrong i in., 2006; Nashun 
i in., 2015; Jin i in., 2017 a,b).

	 Utrzymanie właściwego schematu mety-
lacji genomu jądrowego podczas hodowli in vitro 
komórek somatycznych sprzyja również zacho-
waniu w nienaruszonej postaci mechanizmów 
odpowiedzialnych za imprinting genomu rodzi-
cielskiego (Bonk i in., 2007, 2008; Martinez-
Diaz i in., 2010; Buganim i in., 2013). To z kolei 
rzutuje na prawidłowe i pełne przeprogramowa-
nie epigenetycznie uwarunkowanej aktywności 
transkrypcyjnej jąder komórek somatycznych 
w klonalnych zarodkach ssaków. Przez wiele lat 
termin „imprinting gametyczny” czy „rodziciel-
skie piętno genomowe” był używany w odnie-
sieniu do ekspresji alleli określonego genu tylko 
z jednego genomu rodzicielskiego (tj. ekspresji 
uniparentalnej bądź monoallelicznej). Istotnym 
procesem związanym z ekspresją uniparentalną 
jest wymazanie specyficznego wzorca wyznako-
wania genu (tzw. kodu epigenetycznego deter-
minującego imprinting gametyczny lub profilu 
metylacji piętnującej) w następnym pokoleniu 
(Corry i in., 2009; Wen i in., 2014; Jafarpour i in., 
2017). W komórkach somatycznych potomstwa 
przejawia się wówczas potencjalna zdolność do 
ekspresji alleli określonego genu, pochodzących 
od obojga rodziców, czyli zdolność do ekspresji 
biallelicznej (dwurodzicielskiej). Jeżeli jednak 
ulegający ekspresji jednorodzicielskiej, tj. eks-
prymowany uniparentalnie gen jest przekazy-
wany od rodzica jednej płci do potomstwa o płci 
przeciwnej – wzór jego ekspresji musi zostać od-
wrócony w linii płciowej potomka. „Zerowanie” 
rodzicielskiego piętna metylacji genów następuje 
również podczas ich przekazywania między tą 
samą płcią, ale w tym przypadku przywracany 
jest taki sam rodzaj znakowania genu. Identyczny 
przebieg procesu eliminacji rodzicielskiego pięt-
na gametycznego, a następnie jego rekapitulacji 
ma miejsce w następstwie dziedziczenia epige-
netycznie wyznakowanych genów przez potom-
stwo uzyskiwane w wyniku klonowania metodą 
transplantacji jąder komórek somatycznych do 
enukleowanych oocytów (Whitworth i Prather, 
2010; Fisher i Fisher, 2011; Xie i in., 2016). 
Dlatego też, epigenomowa pamięć komórkowa 
o tym, w jaki sposób geny DNA jądrowego były 
pierwotnie napiętnowane w kierunku ekspresji 
monoallelicznej, zostaje w całości przywrócona 
w różnicujących się komórkach linii trofoekto-
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dermalnej oraz embrioblastycznej (epi- i hipobla-
stycznej) poimplantacyjnych zarodków, a także 
w różnicujących się komórkach linii gametoge-
nicznej w zawiązkach gonad oraz komórkach li-
nii somatogenicznej w poszczególnych tkankach, 
organach i częściach ciała płodów i urodzonego 
potomstwa klonalnego (Beaujean i in., 2004; 
Bowles i in., 2007; Prokopuk i in., 2017). Z tego 
wynika, że wzorzec ogólnej metylacji warunku-
jącej uniparentalną aktywność transkrypcyjną 
i translacyjną DNA genomowego komórek-daw-
ców jąder w klonowaniu somatycznym jest usta-
nawiany de novo w rozwoju ontogenetycznym 
osobników klonalnych. Wymazywanie epigene-
tycznych kodów odpowiedzialnych za piętno ro-
dzicielskie zachodzi zatem w każdym pokoleniu, 
ale zawsze w jednym z alleli zostaje odwrócony 
jego pierwotny imprinting. Ogranicza to listę epi-
genetycznych mechanizmów modyfikujących, 
które mogłyby być odpowiedzialne za zjawisko 
piętnowania rodzicielskiego (Mann i in., 2004; 
Paoloni-Giacobino i Chaillet, 2004; Sepulveda-
Rincon i in., 2016).
	 Stosowane na szeroką skalę metody syn-
chronizacji cyklu mitotycznego hodowanych ko-
mórek-dawców jąder w fazach G0/G1 lub G1/G0, 
takie jak: deprywacja troficzna lub zahamowanie 
kontaktowe ich aktywności proliferacyjnej, mogą 
mieć zatem niekorzystny wpływ na epigenomo-
wo-zależny profil aktywności transkrypcyjnej 
genów DNA jądrowego i mitochondrialnego po-
przez drastyczne osłabienie poziomu tkankowo-
specyficznej ekspresji genomu (Yang i in., 2007; 
Wu i in., 2008; Prather i in., 2009; Mallol i in., 
2014, 2016). Obniżenie aktywności transkrypcyj-
nej DNA genomowego może być bowiem spo-
wodowane gwałtownym wzrostem częstotliwości 
takich zmian w pamięci epigenetycznej komórki, 
jak: 1) procesy metylacji reszt cytozyny DNA 
oraz 2) procesy deacetylacji reszt lizyny histonów 
rdzenia nukleosomowego chromatyny jądrowej. 
Jednakże, te szkodliwe dla funkcji fizjologicznych 
i przeżywalności komórek transformacje bioche-
miczne genomu jądrowego, które są indukowane 
w warunkach hodowli in vitro, można zahamować, 
a nawet odwrócić ich przebieg w kierunku wzro-
stu natężenia ekspresji genów, korzystnego dla ak-
tywności metabolicznej i proliferacyjnej komórek 
(Enright i in., 2005; Cervera i in., 2009; Lee i in., 

2010; Song i in., 2014; Hörmanseder i in., 2017).
	 Jednym ze sposobów odwrócenia za-
awansowanych zmian we wzorcu kowalencyj-
nych modyfikacji epigenetycznych jąder komó-
rek somatycznych, które obejmują gwałtowną 
metylację DNA lub spadek poziomu acetylacji 
białek histonowych, wydaje się ekspozycja ho-
dowanych in vitro komórek-dawców jąder, doj-
rzewających in vitro oocytów-biorców jąder i/lub 
zarodków klonalnych na działanie syntetycznych 
analogów endogennych związków odwracalnie 
hamujących aktywność DNMTs oraz HDACs 
(ryc. 1) (Ding i in., 2008; Martinez-Diaz i in., 2010; 
Bo i in., 2011; Ning i in., 2013; Sangalli i in., 2014; 
Huang i in., 2016; Opiela i in., 2017). Do pierw-
szej grupy sztucznych modyfikatorów epigene-
tycznych należą: 1) 5-aza-2’-deoksycytydyna 
(5-aza-dC; decytabina) (Enright i in., 2005; Wang 
i in., 2011 a; Ning i in., 2013; Huan i in., 2014, 
2015 a,b); 2) zebularyna (nukleozydowy analog 
cytydyny) (Diao i in., 2013; Xiong i in., 2013) 
i 3) S-adenozylohomocysteina (SAH) (Jeon i in., 
2008). Druga grupa z kolei obejmuje: 1) tricho-
statynę A (TSA; N-arylowa/N-fenylowa pochod-
na kwasu hydroksamowego) (Wee i in., 2007; Li 
i in., 2008; Saini i in., 2014; Samiec i Skrzyszow-
ska, 2012; Huan i in., 2014, 2015 a,b; Samiec 
i in., 2015; Opiela i in., 2017); 2) butanian/ma-
ślan sodu (NaBu) (Das i in., 2010; Liu i in., 2012; 
Kumar i in., 2013) oraz 3) bishydroksyamid 
kwasu m-karboksycynaminowego (CBHA) (Dai 
i in., 2010; Song i in., 2014). Spośród inhibitorów 
HDACs nowej generacji, o relatywnie niższych wła-
ściwościach cytotoksycznych lub embriotoksycz-
nych należy wskazać: 4) kwas walproinowy (VPA, 
ang. valproic acid; kwas 2-propylopentanowy/kwas 
2-propylowalerianowy) lub walproinian sodu (SV, 
ang. sodium valproate; 2-propylopentanian sodu/ 
2-propylowalerian sodu) (Costa-Borges i in., 2010; 
Kim i in., 2011; Mallol i in., 2014; Sangalli i in., 
2014), a także 5) analog, tj. syntetyczną, amfifi-
lową pochodną kwasu hydroksyaminowego – 
skryptaid (SCPT, ang. scriptaid; hydroksyamid 
kwasu 6-(1,3-dioksy-1H,3H-benzo[de]izokwino-
lin-2-ylo)-heksanowego) (Van Thuan i in., 2009; 
Wang i in., 2011 b; Xu i in., 2013; Wen i in., 2014; 
Liang i in., 2015; Samiec i in., 2016) oraz 6) 
oksamflatynę (aromatyczna/N-fenylowa pochod-
na sulfonoamidu kwasu hydroksamowego) (Park 
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i in., 2012; Hou i in., 2014; Mao i in., 2015).
	 Wyniki wielu badań sugerują, że zastoso-
wanie niespecyficznych/nieselektywnych inhibito-
rów DNMTs bądź HDACs (iDNMTs/iHDACs) do 
egzogennej modulacji epigenomowej hodowa-
nych in vitro somatycznych komórek-dawców ją-
der, dojrzewających in vitro oocytów-biorców ją-
der i/lub zarodków klonalnych (ryc. 1) może mieć 
pozytywny wpływ na złożone procesy struktu-
ralnego przemodelowania chromatyny jądrowej 
oraz epigenetycznego przeprogramowania DNA 
genomowego w przedimplantacyjnej fazie roz-
woju zarodków klonalnych różnych gatunków 
ssaków (Jeon i in., 2008; Samiec i Skrzyszow-
ska, 2012; Huan i in., 2013; Cao i in., 2017; Qiu 
i in., 2017). 
	 Scenariusz prawidłowego i pełnego prze-
programowania profilu pamięci epigenetycznej 

jąder somatogenicznych w komórkach zarodków 
klonalnych może zostać bowiem zrealizowany je-
dynie przez zwiększenie częstotliwości pasywnej 
demetylacji reszt cytozyny DNA oraz osłabienie 
natężenia deacetylacji (tj. wzmożoną hiperacety-
lację) reszt lizyny histonów chromatyny komó-
rek-dawców jąder i zarodków, które uprzednio 
poddano egzogennym modyfikacjom epigenomo-
wym (Xu i in., 2013; Gonzales-Cope i in., 2016; 
Jin i in., 2013, 2016, 2017 a,b). 
	 Pośrednim wskaźnikiem właściwego 
przebiegu procesu epigenetycznego przeprogra-
mowania aktywności transkrypcyjnej jąder ko-
mórek somatycznych w zarodkach klonalnych 
jest ich wysoki przedimplantacyjny potencjał roz-
wojowy i/lub poprawa ich jakości morfologicznej 
i cytobiochemicznej (Diao i in., 2013; Hou i in., 
2014; Samiec i in., 2015; Opiela i in., 2017).

Ryc. 1. Modulacja epigenetyczna (transformacja epigenomowa) hodowanych in vitro komórek-dawców jąder,
dojrzewających in vitro oocytów-biorców jąder oraz zarodków kozy uzyskanych techniką klonowania somatycznego

Fig. 1. Epigenetic modulation (epigenomic transformation) of in vitro cultured nuclear donor cells, in vitro
maturing nuclear recipient oocytes, and goat embryos produced by somatic cell cloning
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Podsumowanie 
	 Przed- i poimplantacyjne zdolności roz-
wojowe zarodków uzyskiwanych technikami klo-
nowania somatycznego są w znacznym stopniu 
ograniczone ich niską jakością morfologiczną, 
która jest mierzona całkowitą liczbą blastomerów 
bądź stosunkiem ilościowym komórek węzła za-
rodkowego do komórek trofoektodermalnych. 
Wydaje się, że jedną z głównych przyczyn niskiej 
kondycji strukturalno-funkcjonalnej klonalnych 
zarodków ssaków jest niepełne lub nieprawidłowe 
przemodelowanie architektoniczne, a także epige-
netyczne przeprogramowanie aktywności trans-
krypcyjnej genomu jąder komórek somatycznych 
w cytoplazmie zrekonstruowanych oocytów, a na-
stępnie w cytoplazmie blastomerów dzielących się 
zarodków (Bonk i in., 2007; Kumar i in., 2007; 
Yamanaka i in., 2009).
	 Czynnikiem determinującym, zarówno 
potencjał rozwojowy, jak i jakość klonalnych 
zarodków ssaków jest stopień zaawansowa-
nia epigenetycznych modyfikacji genomowego 
DNA somatycznych komórek-dawców jąder 
w warunkach ich długotrwałej hodowli in vitro. 
Powszechnie stosowane metody synchroniza-
cji cyklu mitotycznego hodowanych komórek 
somatycznych w fazach G0/G1 lub G1/G0, ta-
kie jak: głodzenie lub inhibicja kontaktowa ich 
aktywności podziałowej, mogą prowadzić do 
znacznego wyciszenia tkankowo-specyficznej 
ekspresji genów DNA jądrowego i mitochon-
drialnego (Samiec i in., 2013 a,b; Kungulovski 
i Jeltsch, 2016). 	 	
	 Osłabienie aktywności transkrypcyj-
nej genomu komórek somatycznych może być 
wynikiem drastycznego wzrostu natężenia ko-
walencyjnych modyfikacji w ich profilu epigene-
tycznym. Do najistotniejszych z tych modyfika-
cji należy zaliczyć hipermetylację reszt cytozyny 
DNA oraz hipoacetylację reszt lizyny histonów 
rdzenia nukleosomowego chromatyny jądrowej 
(Rybouchkin i in., 2006; Wee i in., 2007; Nashun 
i in., 2015). Niemniej jednak, te negatywne w skut-
kach nasilone zmiany epigenetyczne w wielu re-
gionach genomowego DNA hodowanych in vitro 
komórek-dawców jąder można powstrzymać po-
przez ich sztuczną modulację epigenomową, efek-

tem której wydaje się być stosunkowo trwałe przy-
wrócenie dynamicznej równowagi biochemicznej 
w poziomie metylacji DNA oraz acetylacji białek 
histonowych (Armstrong i in., 2006; Eilertsen i in., 
2007; Zhao i in., 2010). Taka ektopowa modulacja 
epigenomowo-zależnego profilu aktywności trans-
krypcyjnej genów DNA jądrowego w komórkach 
somatycznych może być skutecznie przeprowa-
dzana za pośrednictwem syntetycznych analogów 
endogennych związków odwracalnie hamujących 
aktywność HDACs (Martinez-Diaz i in., 2010; Su 
i in., 2011; Song i in., 2014). Wśród najbardziej 
znanych sztucznych modulatorów epigenetycz-
nych należy wymienić zarówno standardowe inhi-
bitory HDACs, np. trichostatynę A (TSA), jak i ich 
nowych przedstawicieli, tj. skryptaid (SCPT) lub 
kwas walproinowy/walproinian sodu (VPA/SV) 
(Wang i in., 2011 a,b; Sangalli i in., 2014; Wen 
i in., 2014; Samiec i in., 2015).
	 Na obecnym etapie badań biotechnolo-
giczne możliwości klonowania somatycznego 
ssaków, w tym różnych gatunków zwierząt gospo-
darskich (bydło, owce, kozy, świnie, króliki i ko-
nie) przekroczyły znacznie zrozumienie biologicz-
nych uwarunkowań, a w szczególności aspektów 
molekularnych rozwoju zarodkowego. Wciąż nie 
wiadomo, czy różnice w  kompetencjach rozwo-
jowych cybrydowych zygot klonalnych zrekon-
stytuowanych z jąder różnych typów komórek 
somatycznych wynikają z odmiennej podatności 
ich genomu jądrowego oraz mitochondrialnego 
na epigenetyczne przemodelowanie i przeprogra-
mowanie w blastomerach przedimplantacyjnych 
zarodków czy też odgrywają tu rolę jakieś inne 
dotychczas nierozpoznane czynniki (Campbell 
i Alberio, 2003; Yang i in., 2007; Shi i Wu, 2009; 
Buganim i in., 2013). Jednakże, to właśnie klonal-
ne zarodki ssaków są doskonałym obiektem do 
analizy czynników warunkujących właściwe prze-
programowanie epigenomowo-zależnej aktywno-
ści transkrypcyjnej DNA komórek somatycznych.  
Wiedza ta może przyczynić się do pełniejszego 
poznania molekularnych mechanizmów tego 
procesu również w odniesieniu do zarodków 
uzyskiwanych w wyniku zapłodnienia (Bonk 
i in., 2008; Whitworth i Prather, 2010; Deshmukh 
i in., 2011).
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EPIGENETIC  REPROGRAMMING  OF  NUCLEAR  GENOME  IN  MAMMALIAN  EMBRYOS 
GENERATED  BY  SOMATIC  CELL  CLONING

Summary

At the present stage of investigations, biotechnological possibilities of the strategies applied to cloning 
of mammals by somatic cell nuclear transfer (SCNT) considerably exceeded the understanding of molecular 
mechanisms underlying epigenetic remodeling and reprogramming of donor cell genome in SCNT-derived 
oocytes, resultant embryos and foetuses. Therefore, it is beyond any doubt that, on the one hand, the processes of 
reprogramming of overall epigenetic and specific parental genomic imprinting memory of somatic cell-inherited 
nuclear DNA can be found to be one of the most important obstacles to achieving satisfactory efficiency of SCNT 
technology in different mammalian species. Nonetheless, on the other hand, it is reasonable that preimplantation 
cloned embryos are one of the most valuable tools for studies focused on the epigenetic remodeling/reprogramming 
extent of somatic cell nuclei and expression levels of imprinted genes descended from nuclear donor DNA. For this 
reason, to improve the efficiency of the current SCNT methods, more extensive research should be carried out to 
comprehensively explain all the molecular mechanisms underlying, and to recognize all the intrinsic biochemical 
factors determining epigenetic reprogramming that encompasses transcriptional activity and parental imprinting 
memory of donor cell genome during early embryo- and foetogenesis of mammalian cloned conceptuses. 
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