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stęp 
 
Przed- i poimplantacyjne zdolności roz-

wojowe zarodków świni, uzyskiwanych techni-
kami klonowania somatycznego są w znacznym 
stopniu ograniczone ich niską jakością morfolo-
giczną, która jest mierzona całkowitą liczbą bla-
stomerów bądź stosunkiem ilościowym komórek 
węzła zarodkowego (embrioblastu) do komórek 
trofoektodermalnych (Samiec, 2004; Bonk i in., 
2007, 2008; Whitworth i Prather, 2010; Zhao 
i in., 2010 a). Wydaje się, że jedną z głównych 
przyczyn niskiej kondycji strukturalno-funkcjo-
nalnej zarodków klonalnych świni jest niepełne 
lub nieprawidłowe przemodelowanie architekto-
niczne, a także epigenetyczne przeprogramowa-
nie aktywności transkrypcyjnej genomu jąder 
komórek somatycznych w cytoplazmie zrekon-
struowanych oocytów, a następnie w cytopla-
zmie blastomerów dzielących się zarodków 
(Samiec i Skrzyszowska, 2005; Reik, 2007; Ce-
rvera i in., 2009; Prather i in., 2009; Yamanaka 
i in., 2009). 

Czynnikiem, determinującym zarówno 
potencjał rozwojowy, jak i jakość zarodków klo-
nalnych świni jest stopień zaawansowania epi-
genetycznych modyfikacji jądrowego DNA ko-
mórek somatycznych – dawców jąder w warun-
kach ich długotrwałej hodowli in vitro. Stoso-

wane na szeroką skalę metody synchronizacji 
cyklu mitotycznego hodowanych komórek-
dawców jąder w fazach G0/G1 lub G1/G0, takie 
jak: głodzenie lub zahamowanie kontaktowe ich 
aktywności proliferacyjnej, mogą mieć nieko-
rzystny wpływ na epigenomowo-zależny profil 
aktywności transkrypcyjnej genów jądrowego 
i mitochondrialnego DNA poprzez drastyczne 
osłabienie poziomu tkankowo-specyficznej eks-
presji genomu (Campbell i Alberio, 2003; Sa-
miec, 2005; Skrzyszowska i in., 2006; Narbonne 
i in., 2012). Obniżenie aktywności transkrypcyj-
nej genomowego DNA może być spowodowane 
gwałtownym wzrostem częstotliwości takich 
zmian w pamięci epigenetycznej komórki, jak 
procesy metylacji reszt cytozyny DNA oraz pro-
cesy deacetylacji i metylacji reszt lizyny, a także 
procesy demetylacji reszt argininy histonów 
rdzenia nukleosomowego chromatyny jądrowej 
(Eilertsen i in., 2007; Yang i in., 2007 a; Wang 
i in., 2011 a,b; Rodriguez-Osorio i in., 2012). 
Jednakże, te szkodliwe dla funkcji fizjologicz-
nych i przeżywalności komórek transformacje 
biochemiczne genomu jądrowego, które są indu-
kowane w warunkach hodowli in vitro, można 
zahamować, a nawet odwrócić ich przebieg 
w kierunku wzrostu poziomu ekspresji genów, 
korzystnego dla aktywności metabolicznej i pro-
liferacyjnej komórek. 

 
______________________________ 
*Prezentowana praca uzyskała wsparcie finansowe z Narodowego Centrum Badań i Rozwoju (umowa nr 
INNOMED/I/17/NCBR/2014) ze środków Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka w ramach Euro-
pejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego. 
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Jednym ze sposobów odwrócenia zaa-
wansowanych zmian we wzorcu kowalencyj-
nych modyfikacji epigenetycznych jąder komó-
rek somatycznych, które obejmują gwałtowną 
metylację DNA lub spadek poziomu acetylacji 
białek histonowych, wydaje się ich ekspozycja 
na działanie syntetycznych analogów endogen-
nych związków odwracalnie hamujących aktyw-
ność deacetylaz histonów (HDACs; ang. histone 
deacetylases). Wśród najbardziej skutecznych 
sztucznych modyfikatorów epigenetycznych na-
leży wymienić zarówno standardowe inhibitory 
HDACs, takie jak trichostatyna A (TSA), jak 
i ich 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; Xu i in., 2013). 

Dlatego też, w ramach realizacji niniej-
szych badań wdrożono do praktycznej realizacji 
metody egzogennej transformacji profilu pamię-
ci epigenetycznej jąder komórek somatycznych, 
hodowanych ex vivo, wprowadzonych do cyto-
plazmy dojrzałych in vitro enukleowanych oocy-
tów, a następnie ulegających przeprogramowa-
niu aktywności transkrypcyjnej w przedimplan-
tacyjnych zarodkach klonalnych świni. Do epi-
genomowej transformacji komórek-dawców ją-
der zastosowano związki z grupy syntetycznych 
modulatorów procesów epigenetycznych mody-
fikacji kowalencyjnych białek histonowych 
rdzenia nukleosomowego chromatyny jądrowej, 
tj. deacetylacji/acetylacji reszt lizyny histonów 
H3 i H4. Do związków tych należą wspomniane 
wcześniej niespecyficzne (nieselektywne) inhibi-
tory deacetylaz histonowych, m.in. skryptaid czy 
trichostatyna A. Egzogenne modulacje epigeno-
mowe komórek somatycznych – dawców jąder 
w procedurze klonowania mogą wpływać na uła-
twienie złożonych procesów strukturalnego 
przemodelowania chromatyny oraz epigenetycz-
nego przeprogramowania genomu jądrowego 
w przedimplantacyjnej fazie rozwoju klonalnych 
zarodków świni. Scenariusz prawidłowego i peł-
nego przeprogramowania profilu pamięci epige-
netycznej jąder komórek somatycznych w za-
rodkach klonalnych może zostać bowiem zreali-
zowany przez zwiększenie częstości pasywnej 
demetylacji reszt cytozyny DNA oraz osłabienie 
natężenia deacetylacji i metylacji reszt lizyny 
i podwyższenie poziomu metylacji reszt argininy 
histonów chromatyny komórek-dawców jąder 

oraz zarodków, które uprzednio poddano egzo-
gennym modyfikacjom epigenomowym (Arm-
strong i in., 2006; Corry i in., 2009; Shi i Wu, 
2009; Diao i in., 2013; Kumar i in., 2013). 

Główny kierunek badań stanowiło okre-
ślenie wpływu nowych lub standardowych mo-
dulatorów epigenetycznych z rodziny deacetylaz 
histonowych, tj. odpowiednio: skryptaidu i tri-
chostatyny A, na pozaustrojowy potencjał roz-
wojowy oraz jakość klonalnych zarodków świni. 
W tym kontekście prowadzono badania, zmie-
rzające do opracowania efektywnych strategii 
epigenetycznej transformacji hodowanych in 
vitro komórek-dawców jąder w klonowaniu so-
matycznym świń. Z tej przyczyny oceniano 
przeżywalność epigenetycznie modulowanych 
komórek fibroblastycznych w zależności od za-
stosowania różnych niespecyficznych inhibito-
rów deacetylaz histonów (HDACs), tzn. starej 
generacji (trichostatyna A; TSA) oraz nowej ge-
neracji (skryptaid). Obydwa przedstawiciele wy-
żej wymienionej klasy/rodziny inhibitorów 
HDACs stanowią amfifilowe pochodne kwasu 
hydroksyaminowego. TSA jest naturalnym me-
tabolitem komórkowym (antybiotyk o działaniu 
przeciwgrzybiczym – mykostatyk/antymykotyk), 
wyizolowanym ze szczepu promieniowców 
Streptomyces sp. i wykazuje wyższą aktywność 
cytotoksyczną niż skryptaid. W związku z tym, 
aby uzyskać maksymalną efektywność modyfi-
kacji epigenomowych w komórkach somatycz-
nych, przy możliwie najniższym poziomie dege-
neracyjnych zmian komórek, musi być on sto-
sowany w niższych stężeniach molowych (Wee 
i in., 2007; Wu i in., 2008; Lee i in., 2010; Bo 
i in., 2011). Skryptaid (syntetyczny analog kwa-
su hydroksyaminowego) charakteryzuje się na-
tomiast słabszymi właściwościami cytotoksycz-
nymi niż TSA, wskutek czego jego stosowanie 
jest wymagane w wyższych dawkach stężenio-
wych w celu osiągnięcia potencjalnie najwyższej 
wydajności modulacji epigenomowych komó-
rek, przy jednocześnie wysoko istotnym zmniej-
szeniu jego negatywnego oddziaływania na ko-
mórki (Van Thuan i in., 2009; Zhao i in., 2009, 
2010 b; Wang i in., 2011 b; Wen i in., 2014). 

Celem naukowym przeprowadzonych 
badań było opracowanie optymalnych metod 
indukowalnej modyfikacji epigenomowej hodo-
wanych in vitro komórek-dawców jąder, wyko-
rzystanych do uzyskiwania zarodków świni przy 
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zastosowaniu techniki klonowania somatyczne-
go. Celem praktycznym badań było z kolei 
zwiększenie kompetencji rozwojowych in vitro 
klonalnych zarodków świni oraz podwyższenie 
ich jakości w następstwie epigenetycznych mo-
dulacji aktywności transkrypcyjnej komórek 
somatycznych, użytych do mikrochirurgicznego 
zabiegu rekonstrukcji enukleowanych oocytów. 

 
 

Materiał i metody 
 
Hodowla in vitro i modulacja epigenomowa 
komórek fibroblastycznych, stanowiących źró-
dło dawców jąder w klonowaniu somatycznym 
świń 

W ramach zrealizowanych badań zostało 
wyprowadzonych 8 linii klonalnych (szczepów 
komórkowych) fibroblastów, pochodzących 
z bioptatów układu skórno-powłokowego czte-
rech płodów oraz czterech dojrzałych płciowo 
osobników (trzech loszek i jednego knura). Kon-
fluentne linie klonalne hodowanych in vitro ko-
mórek fibroblastycznych były pasażowane (po-
dwojenie populacji). Uzyskane subpopulacje 
komórkowe były wysiewane w naczynkach ho-
dowlanych, wypełnionych podstawową pożywką 
Eagle’a w modyfikacji Dulbecco (DMEM; ang. 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium). Pożyw-
ka DMEM była wzbogacona dodatkiem 10% 
surowicy płodów bydlęcych (FBS), 5 ng mL-1 
rekombinowanego zasadowego czynnika wzro-
stu fibroblastów człowieka (rh-bFGF), 2 mM L-1 

mieszaniny aminokwasów endogennych (NEAA), 
2 mM L-1 L-glutaminy (L-Gln), 0,36 mM L-1 pi-
rogronianu sodu oraz 1% mieszaniny antybioty-
ków i mykostatyków (AAS). W wyniku pokry-
cia gęstą, pojedynczą warstwą całej dostępnej 
powierzchni dna butelki hodowlanej, przylegają-
ce ściśle zarówno do siebie, jak i do substratu 
komórki fibroblastyczne podlegały inhibicji kon-
taktowej migracji i proliferacyjnego wzrostu 
przez 24–72 godziny. W tych warunkach cykl 
mitotyczny fibroblastów był sztucznie synchro-
nizowany w fazach G1/G0. Przed wykorzysta-
niem jako źródła dawców jąder w procedurze 
klonowania linie komórek fibroblastycznych, 
które poddawano zahamowaniu kontaktowemu 
podziałów mitotycznych po osiągnięciu stanu 
pełnej konfluencji, były inkubowane przez 24 
godziny w pożywce, uzupełnionej dodatkiem 

jednego z dwóch syntetycznych analogów endo-
gennych inhibitorów deacetylaz białek histono-
wych chromatyny jądrowej (HDACs) – 50 nM 
L-1 trichostatyny A (TSA; [R-(E,E)]-7-[4-
(dimetylamino)fenylo]-N-hydroksy-4,6-dimety- 
lo-7-oksy-2,4-heptadienoamid) lub 350 nM L-1 
skryptaidu (hydroksyamid kwasu 6-(1,3-dioksy-
1H,3H-benzo[de]izokwinolin-2-ylo)-heksanowe-
go). Do klonowania somatycznego były użyte 
transformowane epigenetycznie (za pośrednic-
twem TSA lub skryptaidu) komórki-dawcy jąder 
(podgrupy eksperymentalne) lub nietransformo-
wane epigenetycznie komórki-dawcy jąder (pod-
grupa kontrolna), pochodzące z wcześnie, tj. mi-
nimum jednokrotnie do maksimum pięciokrotnie 
pasażowanych linii klonalnych. Na potrzeby klo-
nowania poszczególne subpopulacje komórkowe 
fibroblastów były intensywnie przemywane po-
żywką, pozbawioną modulatorów epigenetycz-
nych (TSA lub skryptaidu), trypsynizowane i wi-
rowane w celu uzyskania zawiesiny pojedyn-
czych komórek. 

 
Dojrzewanie mejotyczne in vitro i selek-

cja oocytów-biorców jąder komórek fibrobla-
stycznych na potrzeby klonowania somatycz-
nego świń 

Źródłem oocytów były jajniki loszek 
i loch uzyskiwane w lokalnej rzeźni. Niedojrzałe 
oocyty świni były pozyskiwane metodą aspiracji 
z antralnych pęcherzyków jajnikowych o średnicy 
2–6 mm. Wyselekcjonowane do dojrzewania in 
vitro (IVM) oocyty w stadium pęcherzyka zarod-
kowego (diktiotenu profazy I podziału mejotycz-
nego) były hodowane w grupach liczących 50–60 
sztuk, w 500 µL pożywki TCM 199 (ang. Tissue 
Culture Medium 199), uzupełnionej 10% surowi-
cy płodów bydlęcych (FBS), 10% płynu wyizo-
lowanego z antralnych pęcherzyków jajnikowych 
świni (pFF), 5 ng mL-1 rekombinowanego zasa-
dowego czynnika wzrostu fibroblastów człowieka 
(rh-bFGF), 10 ng mL-1 rekombinowanego epi-
dermalnego czynnika wzrostowego człowieka 
(rhEGF), 0,6 mM L-1 L-cysteiny (L-Cys), 1 mM 
L-1 cyklicznego dibutyryloadenozynomonofosfo-
ranu (dwumaślan cAMP/bukladezyna; db-cAMP) 
oraz 0,1 IU mL-1 ludzkiej gonadotropiny meno-
pauzalnej (hMG) i 5 mIU mL-1 hormonu folikulo-
tropowego świni (pFSH). Po około 20–21 godzi-
nach inkubacji oocyty były przenoszone do tej 
samej pożywki hodowlanej, lecz  pozbawionej 
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db-cAMP oraz hMG i pFSH. W tych warunkach 
fizykochemicznych oocyty były hodowane ex 
vivo przez kolejne 23–24 godziny aż do czasu 
osiągnięcia dojrzałości jądrowej i cytoplazma-
tycznej. Dojrzałe in vitro oocyty z wyraźnie wy-
odrębnionymi ciałkami kierunkowymi I rzędu 
i jednolicie granulowaną cytoplazmą, nie wyka-
zującą zmian nekrotycznych lub apoptotycznych, 
służyły jako biorcy dla jąder komórek fibrobla-
stycznych w klonowaniu somatycznym świń. 

 
Uzyskiwanie klonalnych zarodków świni oraz 
cytologiczna ocena ich jakości 

 Uwolnione z komórek wzgórka jajono-
śnego oocyty świni były enukleowane przy za-
stosowaniu metody mikrochirurgicznej, wspo-
maganej chemicznie (z użyciem demekolcyny, 
a następnie cytochalazyny B). Enukleowane oo-
cyty (ooplasty) były rekonstytuowane z jąder 
komórkowych modulowanych lub niemodulo-
wanych epigenetycznie fibroblastów tkanki 
skórno-powłokowej płodów lub dorosłych osob-
ników. Do sztucznej aktywacji rekonstytuowa-
nych oocytów był zastosowany protokół jedno-
czesnej fuzji i aktywacji fizycznej (elektrycznej). 
W protokole tym impulsy prądu stałego, które 
indukowały fuzję kompleksów ooplast-komórka 
somatyczna, były równocześnie bodźcami ini-
cjującymi aktywację zrekonstruowanych oocy-
tów (hybryd jądrowo-cytoplazmatycznym/cybryd 
klonalnych). Elektroporacja błon plazmatycz-
nych enukleowanych oocytów oraz komórek 
fibroblastycznych była przeprowadzana w izoto-
nicznym roztworze dielektryku o podwyższo-
nym do 1 mM L-1 stężeniu kationów wapnia 
(CaCl2), z użyciem dwóch generowanych bezpo-
średnio po sobie impulsów prądu stałego o natę-
żeniu pola elektrostatycznego 1,2 kV cm-1 i cza-
sie trwania 60 µs każdy.  

Uzyskane, w następstwie sztucznej akty-
wacji, cybrydowe zygoty klonalne były hodo-
wane in vitro przez 144–168 godzin do osiągnię-
cia stadiów moruli/blastocysty. Do hodowli ex 
vivo zarodków wykorzystano system sekwen-
cyjny, który był złożony z 96-godzinnej inkuba-
cji cybryd klonalnych w pożywce NCSU-23 
(ang. North Carolina State University-23), uzu-
pełnionej 0,4% frakcji V albuminy surowicy by-
dlęcej (BSA-V) oraz mieszaniną aminokwasów 
endo- i egzogennych (1% NEAA i 2% EAA), 
a następnie z ich 48–72-godzinnej inkubacji 

w pożywce NCSU-23/BSA-V+NEAA+EAA, 
wzbogaconej dodatkiem 10% FBS. Potencjał 
rozwojowy zarodków klonalnych był oceniany 
w oparciu o aktywność podziałową oraz odsetek 
morul i blastocyst, uzyskanych w warunkach 
hodowli pozaustrojowej. Zarodki w stadium bla-
stocysty były poddawane przyżyciowej ocenie 
ilościowej jakości morfologicznej/cytologicznej 
na podstawie całkowitej liczby komórek (bar-
wienie nieróżnicowe komórek węzła zarodko-
wego i trofoblastu z użyciem fluorochromu 
Hoechst 33342, czyli bisbenzimidu). 

 
 

Wyniki i ich omówienie 
 

Określenie wpływu standardowych i nowych 
inhibitorów deacetylaz histonów (trichostaty-
ny A i skryptaidu) na przeżywalność hodo-
wanych in vitro komórek fibroblastycznych 

Nie odnotowano negatywnego (cytotok-
sycznego i cytostatycznego/antymitogennego) 
wpływu syntetycznych analogów endogennych 
inhibitorów HDACs starej i nowej generacji, tj. 
odpowiednio: 50 nM L-1 trichostatyny A (TSA) 
oraz 350 nM L-1 skryptaidu, na tempo metaboli-
zmu i potencjał proliferacyjny hodowanych in 
vitro obu rodzajów komórek fibroblastycznych 
(fibroblastów tkanki skórno-powłokowej płodów 
oraz dorosłych osobników).  

Inaczej mówiąc, przeżywalność i kine-
tyka podziałów komórkowych w obrębie klonal-
nych linii fibroblastów, które poddawano TSA- 
lub skryptaido-zależnej modulacji epigenetycz-
nej, nie ulegały obniżeniu w stosunku do wskaź-
ników fizjologicznej żywotności i aktywności 
mitotycznej niemodulowanych epigenetycznie 
szczepów komórkowych. 

 
Wydajność procesu pozaustrojowego dojrze-
wania mejotycznego oocytów 

Efektywność dojrzewania mejotycznego 
oocytów w warunkach sekwencyjnej, dwustop-
niowej hodowli in vitro, która była złożona 
z etapu I (20-godzinna inkubacja oocytów w po-
żywce uzupełnionej dodatkiem inhibitora proce-
su rozpadu otoczki jądrowej pęcherzyka zarod-
kowego – db-cAMP oraz liofilizatów hormonal-
nych – hMG i pFSH) oraz z etapu II (22–24-
godzinna inkubacja oocytów w pożywce nie za-
wierającej db-cAMP oraz hMG i pFSH), wyno-
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siła 96,9% (248 dojrzałych oocytów w stosunku 
do 256 hodowanych). 
 
Ocena kompetencji rozwojowych in vitro 
i jakości klonalnych zarodków świni, zrekon-
struowanych z jąder komórkowych epigene-
tycznie modulowanych oraz niemodulowa-
nych fibroblastów tkanki skórno-powłokowej 
płodów lub dorosłych osobników 

W tabelach 1 i 2 przedstawiono wyniki, 
dotyczące pozaustrojowych zdolności rozwojo-
wych oraz jakości klonalnych zarodków świni, 
zrekonstruowanych z jąder dwóch typów epige-
netycznie transformowanych komórek fibrobla-
stycznych (fibroblastów tkanki skórno-powłoko-
wej płodów i dorosłych osobników) w zależno-
ści od zastosowania nieselektywnych inhibito-
rów deacetylaz histonów (HDACs) nowej i sta-
rej generacji, tj. odpowiednio: skryptaidu i tri-
chostatyny A (TSA). Podgrupy kontrolne stano-
wiły zarodki, zrekonstruowane z jąder komór-
kowych niemodulowanych epigenetycznie fi-
broblastów tkanki skórno-powłokowej płodów 
lub dorosłych osobników. 

Wyniki przeprowadzonych badań jedno-
znacznie wskazują, że potencjał rozwojowy in 
vitro i jakość zarodków, zrekonstruowanych 
z jąder fibroblastów układu skórno-powłoko-
wego płodów lub dorosłych osobników, które 
zostały poddane skryptaido-zależnej modulacji 
epigenetycznej aktywności transkrypcyjnej ge-
nomowego DNA (odpowiednio: podgrupy IA 
i IIA), ulegają znaczącemu podwyższeniu w sto-
sunku do potencjału rozwojowego i jakości za-
rodków, zrekonstruowanych z jąder komórek 
fibroblastycznych, podlegających TSA-zależnej 
transformacji epigenomowej (podgrupy IB i IIB) 
oraz w stosunku do potencjału rozwojowego 
i jakości zarodków, zrekonstruowanych z jąder 
komórkowych niemodulowanych epigenetycznie 
fibroblastów (podgrupy kontrolne IC i IIC). Po-
twierdza to statystycznie istotny wzrost zarówno 
odsetka dzielących się zarodków (87,9% versus 
73,2%; 75,4% versus 63,5%), jak i odsetka mo-
rul (65,5% versus 51,8%; 54,4% versus 42,3%) 
oraz blastocyst (41,4% versus 28,6%; 31,6% 
versus 17,3%), a także wzrost średniej liczby 
komórek blastocyst (38,8 versus 27,6; 32,4 ver-
sus 23,3) w podgrupach IA i IIA klonalnych zy-
got, uzyskanych w wyniku elektroaktywacji oo-
cytów, do cytoplazmy których wprowadzono 

genomowy DNA transformowanych epigene-
tycznie przy użyciu skryptaidu komórek fibro-
blastycznych, pochodzących z tkanki skórno-
powłokowej płodów lub dorosłych osobników, 
w porównaniu z podgrupami IB i IIB klonalnych 
zygot, uzyskanych w następstwie elektroaktywa-
cji oocytów, zrekonstruowanych z jąder komó-
rek fibroblastycznych o aktywności transkryp-
cyjnej, modyfikowanej epigenetycznie za po-
średnictwem TSA. Odnotowano ponadto, że od-
setek dzielących się zarodków (87,9% versus 
59,7%; 75,4% versus 47,9%), odsetek morul 
(65,5% versus 40,3%; 54,4% versus 29,6%) 
i blastocyst (41,4% versus 16,4%; 31,6% versus 
8,5%) oraz średnia liczba komórek w blastocy-
stach (38,8 versus 19,3; 32,4 versus 17,6) były 
istotnie wyższe w doświadczalnych podgrupach 
IA oraz IIA klonalnych zygot, zrekonstruowa-
nych z jąder komórkowych fibroblastów, podda-
nych skryptaido-zależnej transformacji epige-
nomowej niż w kontrolnych podgrupach IC oraz 
IIC zygot, zrekonstruowanych z jąder niemodu-
lowanych epigenetycznie komórek fibrobla-
stycznych.  

Podobną, statystycznie istotną, tendencję 
wzrostową w odsetkach dzielących się zarodków 
(73,2% versus 59,7%; 63,5% versus 47,9%), 
uzyskach morul (51,8% versus 40,3%; 42,3% 
versus 29,6%) i blastocyst (28,6% versus 16,4%; 
17,3% versus 8,5%) oraz w średnich liczbach 
komórek w blastocystach (27,6 versus 19,3; 23,3 
versus 17,6) zaobserwowano wśród pochodzą-
cych z eksperymentalych podgrup IB oraz IIB 
klonalnych zygot, zrekonstruowanych z jąder 
komórek fibroblastycznych, które zostały epige-
netycznie zmodyfikowane przy wykorzystaniu 
TSA, w odniesieniu do pochodzących z kontrol-
nych podgrup IC oraz IIC zygot, zrekonstruowa-
nych z jąder komórkowych fibroblastów nie pod-
legających modulacji epigenomowej. 

Potencjał rozwojowy oraz jakość klo-
nalnych zarodków świni są w dużej mierze uwa-
runkowane stopniem zaawansowania epigene-
tycznych modyfikacji DNA jądrowego komórek 
somatycznych, poddawanych długotrwałej ho-
dowli in vitro. 

 Modulacja profilu pamięci epigenetycz-
nej (tj. schematu metylacji DNA oraz acetylacji 
histonów) w hodowanych ex vivo komórkach 
somatycznych – dawcach jąder może bowiem 
zależeć od indukcji nukleosomowej supresji 
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transkrypcyjnej przez różne warunki hodowli in 
vitro (np. inhibicję kontaktową w stanie pełnej 

konfluencji lub głodzenie komórek) (Cezar i in., 
2003; Beaujean i in., 2004; Wee i in., 2007). 

 
 

Tabela 1. Wpływ epigenetycznych modulatorów z grupy egzogennych inhibitorów HDACs nowej i starej 
generacji na potencjał rozwojowy in vitro oraz jakość klonalnych zarodków świni, zrekonstruowanych z jąder 

komórkowych fibroblastów tkanki skórno-powłokowej płodów 
Table 1. Effect of epigenetic modulators originating from the group of exogenous HDAC inhibitors 

of new and old generation on the in vitro developmental potential and quality of porcine cloned embryos 
reconstructed with the cell nuclei of fibroblasts derived from foetal dermo-integumentary tissue 

 

Strategia 
epigenetycznej 

modulacji komó-
rek-dawców jąder 
Strategy applied to 
epigenetic modula-
tion of nuclear do-

nor cells 

Liczba 
rekonsty-

tuowanych 
oocytów 

Number of 
reconstituted 

oocytes 
(n) 

Liczba 
(odsetek)* 

hodowanych 
zarodków 
klonalnych 
Number of  

cultured  cloned 
embryos 

(%)* 

Liczba 
(odsetek)* 

dzielących się 
zarodków 
Number of 
cleaved em-

bryos 
(%)* 

Liczba 
(odsetek)* 

morul 
Number of  
morulae 

(%)* 

Liczba  
(odsetek)* 
blastocyst 
Number of 
blastocysts 

(%)* 

Średnia 
( )** 

i maksymalna 
liczba komórek 
w blastocystach 
Mean ( )** 
and maximum  
cell number in  

blastocysts 
(n) 

+ 
Skryptaido-zależna 

(podgrupa IA) 
Scriptaid-ependent 

(subgroup IA) 

62 
58/62 

(93,5) a 
51/58 

(87,9) A 
38/58 

(65,5) A 
24/58 

(41,4) A 

 = 38,8 B 

max = 44,0 
(n = 24) 

+ 
TSA-zależna 
(podgrupa IB) 
TSA-dependent 
(subgroup IB) 

63 
56/63 

(88,9) a 
41/56 

(73,2) B 
29/56 

(51,8) B 
16/56 

(28,6) B 

 = 27,6 D 

max = 33,0 
(n = 16) 

– 
Podgrupa kontrolna 

(IC) 
Control subgroup 

(IC) 

76 
67/76 

(88,2) a 
40/67 

(59,7) C 
27/67 

(40,3) D 
11/67 

(16,4) D 

= 19,3 C 
max = 26,0 

(n = 11) 

 
a,a – Jednakowe wskaźniki (małe litery alfabetu) przy wartościach umieszczonych w obrębie kolumn oznaczają brak staty-
stycznie istotnych różnic między poszczególnymi podgrupami zarodków klonalnych z prawdopodobieństwem popełnienia 
błędu losowego P>0,05. 
A,B; A,C; A,D; B,C  – Niejednakowe wskaźniki (duże litery alfabetu) przy wartościach umieszczonych w obrębie kolumn 
oznaczają statystycznie bardzo wysoko istotne różnice między podgrupami z prawdopodobieństwem popełnienia błędu loso-
wego P≤0,001.  
B,D; C,D – Niejednakowe wskaźniki (duże litery alfabetu) przy wartościach umieszczonych w obrębie kolumn oznaczają 
statystycznie wysoko istotne różnice między podgrupami z prawdopodobieństwem popełnienia błędu losowego 
0,001<P≤0,01. 
* Test χ2; ** Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) przy wykorzystaniu testu t-Studenta. 
a,a – Identical indicators (small letters) next to values within columns denote the lack of statistically significant differences 
between cloned embryo subgroups with random error probability of P>0.05. 
A,B; A,C; A,D; B,C  – Different indicators (capital letters) next to values within columns denote  very  highly  significant  
differences between subgroups with random error probability of P≤0.001.  
B,D; C,D – Different indicators (capital letters) next to values within columns denote highly significant differences between 
subgroups with random error probability of 0.001<P≤0.01. 
* χ2 test; ** One-way analysis of variance (ANOVA) using Student’s t-test. 

 
 
  



M. Samiec i M. Skrzyszowska 
 

Wyniki  bada ń  naukowych 84

Tabela 2. Wpływ epigenetycznych modulatorów z grupy egzogennych inhibitorów HDACs nowej i starej 
generacji na potencjał rozwojowy in vitro oraz jakość klonalnych zarodków świni, 

zrekonstruowanych z jąder komórkowych fibroblastów tkanki skórno-powłokowej dorosłych osobników 
Table 2. Effect of epigenetic modulators originating from the group of exogenous HDAC inhibitors of new 

and old generation on the in vitro developmental potential and quality of porcine cloned embryos reconstructed 
with the cell nuclei of fibroblasts derived from adult dermo-integumentary tissue 

 
Strategia 

epigenetycznej 
modulacji  

komórek-dawców 
jąder 

Strategy applied 
to epigenetic 
modulation 

of nuclear donor 
cells 

Liczba 
rekonsty-

tuowanych 
oocytów 

Number of 
 reconstituted 

oocytes 
(n) 

Liczba 
(odsetek)* 

hodowanych 
zarodków 
klonalnych 

Number  
of cultured 

cloned 
embryos 

(%)* 

Liczba 
(odsetek)* 
dzielących 

się 
zarodków 
Number of 

cleaved  
embryos 

(%)* 

Liczba 
(odsetek)* 

morul 
Number of 
morulae 

(%)* 

Liczba  
(odsetek)* 
blastocyst 
Number of 
blastocysts 

(%)* 

Średnia 
( )** 

i maksymalna 
liczba komórek 
w blastocystach 
Mean ( )** 
and maximum 
cell number in 

blastocysts 
(n) 

+ 
Skryptaido-zależna 

(podgrupa IIA) 
Scriptaid-
dependent 

(subgroup IIA) 
 

63 
57/63 

(90,5) a 
43/57 

(75,4) A 
31/57 

(54,4) A 
18/57 

(31,6) A 

= 32,4 A 

max = 36,0 
(n = 18) 

+ 
TSA-zależna 

(podgrupa IIB) 
TSA-dependent 
(subgroup IIB) 

 

60 
52/60 

(86,7) a 
33/52 

(63,5) B 
22/52 

(42,3) B 
9/52 

(17,3) aC 

= 23,3 aB 

max = 29,0 
(n = 9) 

– 
Podgrupa kontrolna 

(IIC) 
Control subgroup 

(IIC) 
 

84 
71/84 

(84,5) a 
34/71 

(47,9) C 
21/71 

(29,6) C 
6/71 

(8,5) bD 

= 17,6 bD 
max = 22,0 

(n = 6) 

a,b – Niejednakowe wskaźniki (małe litery alfabetu) przy wartościach umieszczonych w obrębie kolumn oznaczają staty-
stycznie istotne różnice między poszczególnymi podgrupami zarodków klonalnych z prawdopodobieństwem popełnienia 
błędu losowego 0,01<P≤0,05. 
A,B – Niejednakowe wskaźniki (duże litery alfabetu) przy wartościach umieszczonych w obrębie kolumn oznaczają staty-
stycznie wysoko istotne różnice między podgrupami z prawdopodobieństwem popełnienia błędu losowego 0,001<P≤0,01.  
A,C; A,D; B,C – Niejednakowe wskaźniki (duże litery alfabetu) przy wartościach umieszczonych w obrębie kolumn ozna-
czają statystycznie bardzo wysoko istotne różnice między podgrupami z prawdopodobieństwem popełnienia błędu losowego 
P≤0,001. 
* Test χ2; ** Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) przy wykorzystaniu testu t-Studenta. 
a,b – Different indicators (small letters) next to values within columns denote statistically significant differences between 
cloned embryo subgroups with random error probability of 0.01<P≤0.05. 
A,B – Different indicators (capital letters) next to values within columns denote highly significant differences between sub-
groups with random error probability of 0.001<P≤0.01.  
A,C; A,D; B,C – Different indicators (capital letters) next to values within columns denote very highly significant differences 
between subgroups with random error probability of P≤0.001. 
* χ2 test; ** One-way analysis of variance (ANOVA) using Student’s t-test. 
  



Epigenetyczna  transformacja  komórek-dawców  jąder  w  klonowaniu  somatycznym  świń 
 

Wyniki  bada ń  naukowych 85

Synchronizacja cyklu podziałowego ko-
mórek-dawców jąder w fazach G1/G0 lub 
G0/G1 odgrywa znaczącą rolę w prawidłowym 
przeprogramowaniu profilu pamięci epigene-
tycznej egzogennego jądra w środowisku cyto-
plazmatycznym oocytu-biorcy (Campbell i Al-
berio, 2003; Skrzyszowska i in., 2006). Wpro-
wadzenie komórki somatycznej w stan spoczyn-
kowy, jakim jest faza G0, przy wykorzystaniu 
różnych metod synchronizacji cyklu komórko-
wego powoduje „wyciszenie” jej genów wskutek 
zahamowania ich aktywności transkrypcyjnej. 

Supresja, tj. uśpienie (ang. quiescence) 
potencjału proliferacyjnego komórek-dawców 
oraz represja transkrypcyjna i metaboliczna ich 
genomu jądrowego mogą być sprowokowane 
czynnikami zadanymi eksperymentalnie lub wy-
stępować naturalnie po osiągnięciu przez ko-
mórkę stanu pełnego zróżnicowania. 

Silnie skondensowana chromatyna ją-
drowa z wyraźnymi symptomami represji nukleo-
somowej wielu regionów DNA genomowego po 
wprowadzeniu do oocytu-biorcy, poddanego na-
stępnie sztucznej aktywacji zarodkowego pro-
gramu rozwojowego, prawidłowo reaguje na sy-
gnały biochemiczne, płynące z jego środowiska 
cytoplazmatycznego, tzn. na inhibicję aktywno-
ści enzymatycznej metylotransferaz DNA 
(DNMT 1 oraz 3a/b) oraz wzrost aktywności 
biokatalitycznej acetylaz histonów rdzenia nu-
kleosomowego H3 i H4. Umożliwia to pełne 
przeprogramowanie pamięci epigenetycznej eg-
zogennego jądra somatogenicznego, ulegającego 
kolejnym podziałom kariokinetycznym w przed-
implantacyjnych zarodkach klonalnych świni 
i innych gatunków ssaków (Kang i in., 2001 a; 
Dean i in., 2003; Beaujean i in., 2004; Samiec 
i Skrzyszowska, 2005). 

Z dotychczasowych eksperymentów nad 
klonowaniem świń wynika, że źródłem komórek 
somatycznych, najbardziej podatnych na epige-
netyczne przeprogramowanie jądrowego i mito-
chondrialnego genomu w zrekonstruowanych 
zarodkach, są fibroblasty płodowe, a także fi-
broblasty tkanki skórnej dorosłych osobników, 
których cykl mitotyczny został zsynchronizowa-
ny in vitro w stadiach G1/G0 lub G0/G1 w wy-
niku ich hodowli do stanu pełnej konfluencji lub 
głodzenia (Park i in., 2002; Hyun i in., 2003 a,b; 
Lee i in., 2003 a,b). Po osiągnięciu 100% kon-
fluencji, komórki somatyczne podlegają zaha-

mowaniu kontaktowemu podziałów mitotycz-
nych wskutek opanowania całej dostępnej po-
wierzchni naczynka hodowlanego, tj. substratu. 
Jest to stan, w którym gęstość komórek limituje 
ich migrację i proliferacyjny wzrost (Onishi i in., 
2000; Betthauser i in., 2000; Polejaeva i in., 
2000). Alternatywny system synchronizacji faz 
cyklu podziałowego, jakim jest głodzenie, okre-
ślane 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 od-
żywczych (budulcowych i energetycznych) 
(Ramsoondar i in., 2003; Kawano i in., 2004). 
Z kolei, takie warunki hodowli in vitro mogą 
powodować drastyczny przyrost stopnia metyla-
cji reszt cytozyny genomowego DNA oraz nie-
kontrolowane zwiększenie stopnia deacetylacji 
reszt lizyny histonów chromatyny jądrowej 
w komórkach somatycznych. Może to być przy-
czyną znacznych odchyleń od prawidłowego 
wzorca ekspresji, kluczowych zarówno dla roz-
woju przed- jak i poimplantacyjnego klonalnych 
zarodków świni, genów na skutek ograniczonej 
demetylacji DNA i wzmożonej hypoacetylacji 
histonów rdzenia nukleosomowego oraz wynika-
jącej z tego represji transkrypcyjnej przeważają-
cej części somatogenicznego genomu jądrowego 
(Kang i in., 2001 b; Cezar i in., 2003). Jednakże, 
zachowanie prawidłowego wzorca metylacji 
DNA i acetylacji/metylacji histonów podczas 
hodowli in vitro komórek-dawców jąder jest 
jednym z czynników, niezbędnych do skutecz-
nego epigenetycznego przeprogramowania trans-
plantowanego genomowego DNA (Onishi i in., 
2000; Kang i in., 2001 b; Cezar i in., 2003; Shi 
i in., 2003 a; Enright i in., 2005). W celu pełnego 
przeprogramowania jądra dawcy w zrekon-
struowanym zarodku, cały wzorzec metylacji 
DNA (tkankowo-specyficzny) wysoko zróżni-
cowanych komórek linii somatycznej musi zo-
stać cofnięty do początkowego (totipotentnego) 
statusu rozwojowego jądra zygoty na drodze 
demetylacji reszt cytozyny (Dean i in., 2003; 
Hiendleder i in., 2004; Wang i in., 2007). Ten 
tkankowo-specyficzny stopień zróżnicowania 
komórkowego (cytodyferencjacji) może być 
uwarunkowany zmiennością we wzorcu ekspre-
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sji genów w komórkach o różnym fenotypie 
i specjalizacji strukturalno-funkcjonalnej, wyni-
kającą z różnic we frekwencjach represji tran-
skrypcyjnej oraz aktywności transkrypcyjnej ge-
nomowego DNA poszczególnych typów komó-
rek somatycznych.   

A zatem, stosowane na szeroką skalę 
metody synchronizacji cyklu mitotycznego ho-
dowanych komórek-dawców jąder w fazach 
G0/G1 lub G1/G0, takie jak: głodzenie (depry-
wacja troficzna) lub zahamowanie kontaktowe 
ich aktywności proliferacyjnej, mogą mieć nie-
korzystny wpływ na epigenomowo-zależny pro-
fil aktywności transkrypcyjnej genów jądrowego 
i mitochondrialnego DNA poprzez drastyczne 
osłabienie poziomu tkankowo-specyficznej eks-
presji genomu (Enright i in., 2003; Yang i in., 
2007 b). Obniżenie aktywności transkrypcyjnej 
genomowego DNA może być bowiem spowo-
dowane gwałtownym wzrostem częstotliwości 
takich zmian w pamięci epigenetycznej komórki, 
jak procesy metylacji reszt cytozyny DNA oraz 
procesy deacetylacji i metylacji reszt lizyny, 
a także procesy demetylacji reszt argininy histo-
nów rdzenia nukleosomowego chromatyny ją-
drowej. Jednakże, te szkodliwe dla funkcji fizjo-
logicznych i przeżywalności komórek transfor-
macje biochemiczne genomu jądrowego, które 
są indukowane w warunkach hodowli in vitro, 
można zahamować, a nawet odwrócić ich prze-
bieg w kierunku wzrostu poziomu ekspresji ge-
nów, korzystnego dla aktywności metabolicznej 
i proliferacyjnej komórek (Shi i in., 2003 b; En-
right i in., 2005). Jednym ze sposobów odwró-
cenia zaawansowanych zmian we wzorcu kowa-
lencyjnych modyfikacji epigenetycznych jąder 
komórek somatycznych, które obejmują gwał-
towną metylację DNA lub spadek poziomu ace-
tylacji białek histonowych, wydaje się ich eks-
pozycja na działanie syntetycznych analogów en-
dogennych związków odwracalnie hamujących 
aktywność metylotransferaz DNA (DNMTs) oraz 
deacetylaz histonów (HDACs). Do pierwszej 
grupy sztucznych modyfikatorów epigenetycz-
nych należą: 1) 5-aza-2’-deoksycytydyna (decy-
tabina; 5-aza-dC) (Enright i in., 2003, 2005; 
Ding i in., 2008; Wang i in., 2011 a; Ning i in., 
2013) i 2) S-adenozylohomocysteina (SAH) 
(Jeon i in., 2008). Z kolei, druga grupa obejmu-
je: 1) trichostatynę A (TSA; N-arylowa/N-
fenylowa pochodna kwasu hydroksyaminowe-

go/hydroksamowego)  (Enright i  in.,  2003;  
Kishigami i in., 2006; Wee i in., 2007; Lee i in., 
2010; Bo i in., 2011; Samiec i in., 2015); 2) bu-
tanian/maślan sodu (NaBu) (Yang i in., 2007 c; 
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 o relatywnie niższych właściwościach 
cytotoksycznych lub embriotoksycznych należy 
wskazać: 4) kwas walproinowy (VPA, ang. val-
proic acid; kwas 2-propylopentanowy/kwas 2-
propylowalerianowy) lub walproinian sodu (SV, 
ang. sodium valproate; 2-propylopentanian so-
du/2-propylowalerian sodu) (Costa-Borges i in., 
2010; Kim i in., 2011; Sangalli i in., 2014); 5) 
oksamflatynę (aromatyczna/N-fenylowa pochod-
na sulfonoamidu kwasu hydroksamowego) (Su 
i in., 2011; Park i in., 2012), a także 6) nowator-
ski analog, tj. syntetyczną, amfifilową pochodną 
kwasu hydroksamowego – skryptaid (ang. scrip-
taid; hydroksyamid kwasu 6-(1,3-dioksy-1H,3H-
benzo[de]izokwinolin-2-ylo)-heksanowego) (Van 
Thuan i in., 2009; Zhao i in., 2009, 2010 b; Xu 
i in., 2013; Wen i in., 2014). Wyniki badań wła-
snych (Samiec i Skrzyszowska, 2011 a,b, 2012, 
2013 a,b, 2014 a,b; Samiec i in., 2015), a także 
innych autorów (Enright i in., 2003; Wee i in., 
2007; Zhao i in., 2009, 2010 a,b) sugerują, że 
zastosowanie skryptaidu lub trichostatyny A do 
egzogennej modulacji epigenomowej hodowa-
nych in vitro fibroblastycznych komórek-
dawców jąder, dojrzewających in vitro oocytów-
biorców jąder lub zarodków klonalnych może 
mieć pozytywny wpływ na złożone procesy 
strukturalnego przemodelowania chromatyny 
jądrowej oraz epigenetycznego przeprogramo-
wania genomowego DNA w przedimplantacyj-
nej fazie rozwoju zarodków klonalnych. Scena-
riusz prawidłowego i pełnego przeprogramowa-
nia profilu pamięci epigenetycznej jąder soma-
togenicznych w komórkach zarodków klonal-
nych świni i innych gatunków ssaków może bo-
wiem zostać zrealizowany jedynie przez zwięk-
szenie częstości pasywnej demetylacji reszt cy-
tozyny DNA oraz osłabienie natężenia deacety-
lacji i metylacji reszt lizyny, a także nasilenie 
stopnia metylacji reszt argininy histonów chro-
matyny komórek-dawców jąder i zarodków, któ-
re uprzednio poddano egzogennym modyfika-
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). Pośrednim wskaź-
nikiem właściwego przebiegu procesu epigene-
tycznego przeprogramowania aktywności tran-
skrypcyjnej jąder komórek somatycznych w za-
rodkach klonalnych świni jest ich wysoki prze-
dimplantacyjny potencjał rozwojowy (Cervera 
i in., 2009; Yamanaka i in., 2009; Zhao i in., 
2009, 2010 a; Martinez-Diaz i in., 2010).  
 
Podsumowanie 

Epigenetyczna transformacja, podlegają-
cych inhibicji kontaktowej fibroblastów tkanki 
skórno-powłokowej płodów oraz dorosłych 
osobników świni, przy użyciu 50 nM L-1 tricho-
statyny A (TSA) lub 350 nM L-1 skryptaidu, nie 
powodowała obniżenia przeżywalności i poten-
cjału proliferacyjnego hodowanych in vitro ko-
mórek w stosunku do aktywności metabolicznej 
i kinetyki podziałów mitotycznych niemodulowa-
nych epigenetycznie szczepów komórkowych. 

Zdolności jąder komórkowych epigene-
tycznie transformowanych fibroblastów tkanki 
skórno-powłokowej płodów do pokierowania 
pozaustrojowym rozwojem klonalnych zarod-
ków świni były wyższe niż zdolności jąder fi-
broblastów tkanki skórno-powłokowej dorosłych 
osobników, niezależnie od rodzaju zastosowa-
nych inhibitorów deacetylaz histonów (HDACs).  

Ponadto, modulacja epigenetyczna, za-
równo fibroblastów tkanki skórno-powłokowej 
płodów, jak i fibroblastów tkanki skórno-

powłokowej dorosłych osobników za pośrednic-
twem skryptaidu (inhibitor HDACs nowej genera-
cji) skutkowała istotnie wyższym potencjałem 
rozwojowym in vitro zarodków klonalnych niż 
modulacja epigenetyczna komórek fibroblastycz-
nych za pośrednictwem TSA (inhibitor HDACs 
starej generacji).  

Kompetencje genomu jądrowego trans-
formowanych epigenetycznie (przy użyciu skryp-
taidu lub TSA) komórek fibroblastycznych do 
pokierowania rozwojem ex vivo klonalnych za-
rodków świni do stadiów moruli i blastocysty 
były istotnie wyższe niż kompetencje genomu 
jądrowego niemodulowanych epigenetycznie 
komórek fibroblastycznych, bez względu na ich 
pochodzenie/rodowód oraz cytologiczny wiek 
ontogenetyczny.  

Z kolei, ilościowa analiza cytochemicz-
na klonalnych blastocyst świni przy użyciu bis-
benzimidu (fluorochromu Hoechst 33342) wy-
kazała znacznie wyższą jakość morfologiczną 
zarodków, zrekonstruowanych z jąder komórek 
fibroblastycznych, poddanych skryptaido-zależ-
nej transformacji epigenetycznej, nie tylko 
w porównaniu z jakością zarodków zrekon-
struowanych z jąder komórkowych fibroblastów, 
podlegających TSA-zależnej transformacji epi-
genetycznej, lecz także w porównaniu z jakością 
zarodków zrekonstruowanych z jąder niemodu-
lowanych epigenetycznie fibroblastów, nieza-
leżnie od ich rodowodu oraz cytologicznego sta-
dium rozwoju osobniczego (ontogenezy). 
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CELL  CLONING  OF  PIGS 
 

Summary 
 

The current study aimed to develop the optimal strategies of epigenomic modulation of nuclear donor 
cells for the purposes of improving the ex vivo developmental capability of porcine embryos generated by somat-
ic cell cloning. Enucleated metaphase II-stage oocytes were reconstituted with the cell nuclei of either foetal fi-
broblast cells (group I) or adult cutaneous fibroblast cells (group II) that had been epigenetically transformed by 
treatment with histone deacetylase (HDAC) inhibitors of new generation (scriptaid; subgroups IA and IIA) or old 
generation (trichostatin A/TSA; subgroups IB and IIB). In contrast, the subgroups IC and IIC encompassed the 
lack of HDAC inhibitor-mediated epigenomic modulation of in vitro cultured fibroblast cells that were subse-
quently used for reconstruction of enucleated oocytes by somatic cell nuclear transfer (SCNT). Depending on the 
approaches applied to epigenetic transformation of either type of nuclear donor fibroblast cells, the in vitro de-
velopmental capacities of cloned embryos to reach the morula and blastocyst stages were assessed. In subgroups 
IA, IB and IC, the frequencies of nuclear-transferred (NT) embryos that developed to morula and blastocyst 
stages were 38/58 (65.5%) and 24/58 (41.4%) or 29/56 (51.8%) and 16/56 (28.6%) or 27/67 (40.3%) and 11/67 
(16.4%), respectively. In turn, subgroups IIA, IIB and IIC yielded rates of the morula and blastocyst formation at 
the levels of 31/57 (54.4%) and 18/57 (31.6%) or 22/52 (42.3%) and 9/52 (17.3%) or 21/71 (29.6%) and 6/71 
(8.5%), respectively. Summing up, irrespective of the type of HDAC inhibitors used (scriptaid or TSA), the  
abilities of cell nuclei originating from epigenetically transformed foetal fibroblasts to direct the extracorpore-
al development of cloned pig embryos were higher than those of cell nuclei descended from epigenomically 
modulated adult cutaneous fibroblasts. Furthermore, scriptaid-dependent epigenomic modulation of both 
foetal fibroblast cells and adult cutaneous fibroblast cells resulted in the significant enhancement of in vitro 
developmental potential of porcine NT embryos not only as compared to the strategy of TSA-mediated epige-
netic transformation, but also as compared to the lack of any epigenomic modification treatment of nuclear 
donor fibroblast cells. 
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