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Celem przeprowadzonych badan byto opracowanie optymalnych metod mejotycznego doj-
rzewania in vitro (IVM) oocytow oraz strategii indukowalnej modyfikacji epigenomowej
zarowno oocytow-biorcow jqder, jak i komorek-dawcow jgder w procedurze klonowania
Swin. Enukleowane, dojrzate mejotycznie oocyty loszek lub loch byly rekonstruowane
z jgder komorkowych transformowanych epigenetycznie fibroblastow tkanki skorno-powlto-
kowej ptodow (grupa 1) lub dorostych osobnikow (grupa II). Transformacja epigenetyczna
hodowanych komorek fibroblastycznych przeprowadzana byta za posrednictwem tricho-
statyny A (TSA), ktora nalezy do rodziny niespecyficznych lub nieselektywnych blokerow
aktywnosci deacetylaz histonow. W zaleznosci od zastosowanego systemu IVM oocytow
oceniano potencjat rozwojowy zarodkow klonalnych w oparciu o odsetek morul i blasto-
cyst uzyskanych w warunkach hodowli in vitro. W grupach 14 oraz 1A do pozaustrojowego
dojrzewania oocytow uzyto TSA. Z kolei w grupach IB oraz IIB procedura dojrzewania in
vitro oocytow obejmowata ich preinkubacje w pozywce uzupetnionej roskowityng (RSCV),
ktora jest specyficznym/selektywnym inhibitorem kinaz cyklino-zaleznych i odwracalnym
blokerem cyklu mejotycznego w stadium diktiotenu profazy I. Natomiast w grupach IC oraz
1IC nie wykorzystano RSCV bqdz TSA w strategii IVM oocytow. W grupach 14 oraz 114 do
stadium moruli i blastocysty rozwinelo sie odpowiednio 45/68 (66,2%) i 27/68 (39,7%) oraz
36/69 (52,2%) i 20/69 (29,0%) zrekonstruowanych zarodkow. W grupach IB oraz 1IB sta-
dium moruli i blastocysty osiggneto odpowiednio 26/60 (43,3%) i 17/60 (28,3%) oraz 20/62
(32,3%) i 9/62 (14,5%) zarodkow. Z kolei w grupach IC oraz IIC udzial morul i blastocyst
w populacji hodowanych in vitro zarodkow klonalnych utrzymywat sie na poziomie odpo-
wiednio 24/56 (42,9%) i 15/56 (26,8%) oraz 19/58 (32,8%) i 10/58 (17,2%). Podsumowu-
jgc, pozaustrojowe dojrzewanie oocytow swini z uzyciem TSA skutkowato znacznie wyzszymi
kompetencjami rozwojowymi i jakoScig zarodkow klonalnych niz IVM oocytow poddawa-
nych preinkubacji w obecnosci RSCV oraz IVM oocytow bez wykorzystania RSCV lub TSA.

W procedurze klonowania somatycznego $win jedno ze zrodet biorcow egzo-
gennych jader komoérkowych stanowia dojrzate in vivo (owulowane) oocyty. Sa one
pozyskiwane z jajowodow stymulowanych hormonalnie samic-dawczyn (Boquest
1 in., 2002; Lee i in., 2003). Kolejnym zrédtem komorek-biorcow allogenicznego
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tach 2009-2011 jako dziatalno$¢ statutowa w ramach tematu nr 3342.1.
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genomu jadrowego sa oocyty pozyskiwane poubojowo z jajnikéw loch lub loszek,
a wtedy osiagaja one dojrzato$¢ jadrowo-cytoplazmatyczna, a takze epigenomowa
w warunkach hodowli in vitro (Hyun i in., 2003; Holker i in., 2005). Znamienng cecha
dojrzatych in vivo lub in vitro oocytow jest przejsciowe zatrzymanie si¢ cyklu komor-
kowego w stadium metafazy 11 (MII) podziatu mejotycznego.

Morfologiczna i biochemiczna kondycja zarodkéw klonalnych §wini, a w kon-
sekwencji ich zdolnosci rozwojowe w znacznym stopniu uwarunkowane sg wysoka
jakoscia oocytow wykorzystanych w procedurze klonowania, charakteryzujaca si¢
peinag synchronig dojrzato$ci mejotycznej (jadrowej), epigenomowej i cytoplazma-
tycznej. Warunkiem niezbednym do synchronizacji proceséw dojrzewania jadrowe-
g0, epigenomowego oraz cytoplazmatycznego w oocytach-biorcach jader komoérek
somatycznych, ktorych cykl mejotyczny ulega progresji ex vivo od momentu ich
poubojowego wyizolowania z pecherzykow jajnikowych loszek lub loch, jest za-
stosowanie kilkustopniowych metod hodowli in vitro oocytéw. Metody te obejmuja
dlugotrwaty (najczesciej 22-godzinng) preinkubacje oocytow w pozywce hodowla-
nej z dodatkiem specyficznych zwigzkéw blokujacych odwracalnie aktywnos$¢ ki-
naz cyklino-zaleznych, ktorych przedstawicielem jest roskowityna (RSCV; Coy i in.,
2005; Schoevers i in., 2005). Roskowityna jako inhibitor nadrzednej kinazy biatkowej
p34°42, regulujacej przebieg cyklu mejotycznego, powoduje przejsciowe zatrzyma-
nie mejozy w stadium diktiotenu profazy I podziatu redukcyjnego, w celu wydtuze-
nia czasu niezbednego do uruchomienia molekularnych mechanizméw dojrzewania
cytoplazmatycznego i w konsekwencji do nabycia kompetencji mejotycznej przez
oocyty, czyli zdolnosci do wznowienia 1 ukonczenia cyklu mejotycznego. Po okresie
preinkubacji oocytow w obecnosci roskowityny rozpoczyna si¢ proces wlasciwego
dojrzewania jadrowo-cytoplazmatycznego w warunkach dwustopniowej hodowli in
vitro ze zmiennym udzialem r6znych zwiazkéw regulatorowych cyklu mejotycznego,
w tym m.in. liofilizowanych hormonéw gonadotropowych, egzogennych analogow
cyklicznych nukleotydoéw czy polipeptydowych czynnikow wzrostowych (Le Beux
iin., 2003; Coy i in., 2005; Kawakami i in., 2005).

Drugi kierunek optymalizacji warunkow pozaustrojowego dojrzewania mejotycz-
nego oocytdw-biorcow jader komérkowych dotyczy wykorzystania w hodowli in vi-
tro niedojrzalych oocytéw zwigzkow z grupy syntetycznych modulatoréw procesow
epigenetycznych modyfikacji kowalencyjnych DNA genomowego oraz biatek histo-
nowych rdzenia nukleosomowego chromatyny jadrowej. Procesy te obejmujg od-
powiednio metylacje/demetylacje reszt cytozyny DNA oraz deacetylacj¢/acetylacje
reszt lizyny i/lub argininy histonéw H3 i H4 (Kishigami i in., 2006; Bui i in., 2007).
Do zwigzkow wywotujacych wyzej wspomniane transformacje epigenomowe nale-
73: 1. trichostatyna A, bgdaca niespecyficznym inhibitorem deacetylaz histonowych
(HDAC:s; ang. histone deacetylases) oraz 2. 5-aza-2’-deoksycytydyna, bedaca niese-
lektywnym inhibitorem metylotransferaz DNA (DNMTs; DNA methyltransferases).
Wykazano, ze wykorzystanie tych modulatoréw epigenetycznego przemodelowania/
przeprogramowania chromatyny jadrowej hodowanych in vitro oocytow moze mieé¢
korzystny wptyw na osiggniecie przez nie stanu koordynacji miedzy mejotyczng doj-
rzato$cig epigenomowa a dojrzatoscia jadrowo-cytoplazmatyczng (Rybouchkin 1 in.,
2006; Yang i in., 2007 a).
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Osiagnigcie stanu dojrzalosci epigenomowej jest zwigzane z uzyskaniem przez
oocyt wladciwego stopnia zaawansowania epigenetycznych modyfikacji kowalen-
cyjnych DNA genomowego (tj. metylacji/demetylacji reszt cytozyny) oraz biatek
histonowych rdzenia nukleosomowego chromatyny jadrowej (tj. deacetylacji/ace-
tylacji reszt lizyny i argininy). Epigenetyczne przemodelowanie konfiguracji prze-
strzennej oraz przeprogramowanie aktywnos$ci transkrypcyjnej chromatyny jadrowe;j
dojrzatych mejotycznie oocytow jest rowniez §cisle skoordynowane z zakonczeniem
procesow regulujacych zjawisko rodzicielskiego pigetna genomowego (matczynego
imprintingu gametycznego). Jedynie po wprowadzeniu do dojrzatego epigenetycz-
nie, enukleowanego oocytu-biorcy (ooplastu) w stadium MII cyklu mejotycznego,
silnie skondensowana chromatyna somatycznej komorki-dawcy jadra w stadium GO/
G1 cyklu mitotycznego, z wyraznymi symptomami represji nukleosomowej wielu
regionow DNA genomowego, prawidtowo reaguje na sygnaty biochemiczne ptynace
z jego Srodowiska cytoplazmatycznego. Sygnaty te obejmuja inhibicj¢ aktywnosci
enzymatycznej izoform 1o i 3a/b metylotransferaz DNA (DNMTs 1o i 3a/b) oraz
deacetylaz histondw rdzenia nukleosomowego H3 i H4 (HDAC:sS), a takze wzrost ak-
tywnosci biokatalitycznej acetylaz biatek histonowych H3 i H4 (HATSs; ang. histone
acetyltransferases/acetylases). Umozliwiajg one pelne przeprogramowanie pamie-
ci epigenetycznej egzogennego jadra komorkowego (Beaujean i in., 2004; Samiec
1 Skrzyszowska, 2005; Rybouchkin i in., 2006; Bui i in., 2007).

Stopien zaawansowania epigenetycznych modyfikacji DNA genomowego, a tak-
ze histonéw chromatyny jadrowej za posrednictwem endogennych metylotransferaz
DNA oraz deacetylaz histonow mozna modulowa¢ egzogennymi inhibitorami tych
enzymoOw podczas dojrzewania in vitro (IVM; ang. in vitro maturation) oocytow.
Ponadto, zastosowanie sztucznych modulatorow epigenomowo-uwarunkowanej eks-
presji genow, takich jak trichostatyna A (TSA) prowadzi — poprzez niespecyficzne/
nieselektywne blokowanie aktywnosci deacetylaz histondw — do zahamowania repre-
sji transkrypcyjnej DNA genomowego hodowanych ex vivo oocytow, stanowigcych
zroédto komorek-biorcoOw jader w technologii klonowania somatycznego ssakow.

W niniejszej pracy optymalizowano warunki pozaustrojowego dojrzewania me-
jotycznego diktiotenowych oocytow loch lub loszek, w celu zwigkszenia stopnia
synchronizacji migdzy dojrzaloscia jadrowa, cytoplazmatyczna oraz epigenomowa
oocytow w stadium MII, stanowigcych zrédto biorcéw dla egzogennych jader ko-
moérkowych w procedurze klonowania somatycznego. Ponadto, celem tej pracy byto
opracowanie optymalnych metod egzogennej modulacji epigenetycznej zarowno ho-
dowanych in vitro oocytow-biorcéw jader, jak i komorek-dawcow jader w klonowa-
niu $win.

Material i metody

Pozyskiwanie i dojrzewanie mejotyczne in vitro oocytow-biorcow egzogen-
nych jader komérkowych

Zrédtem oocytow byty jajniki loszek i loch uzyskiwane w lokalnej rzezni. Niedoj-
rzate oocyty §wini [w stadium pecherzyka zarodkowego (GV; ang. germinal vesicle),
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czyli diktiotenu profazy I podziatu mejotycznego] pozyskiwane byly metoda aspira-
¢ji z antralnych pecherzykow jajnikowych o $rednicy 2—6 mm. W do$wiadczeniach
testowane byly trzy systemy dojrzewania in vitro (IVM) diktiotenowych oocytow.
W kazdym systemie oocyty hodowane byly w grupach liczacych 50-60 sztuk,
w 500 uL zbuforowanej 25,07 mM L™ NaHCO, pozywki NCSU-23 (ang. North Ca-
rolina State University-23) lub w 500 pL zbuforowanej 25 mM L' kwasu N-2-hy-
droksyetylopiperazyno-N’-2-etanosulfonowego (HEPES) i 26,18 mM L' NaHCO,
pozywki TCM 199 (ang. Tissue Culture Medium 199, Gibco BRL, Life Technologies
Inc., USA). Pozywka do IVM nawarstwiona byta lekkim olejem mineralnym (Sigma-
-Aldrich Chemical Co., USA). Hodowla oocytéw przeprowadzana byta w inkubato-
rze o $cisle okreSlonych warunkach termiczno-atmosferycznych (39°C, 5% CO, w
powietrzu, maksymalna wilgotno$¢ wzgledna).

System I (IVM-I), okreslany jako jednostopniowy, obejmowal 42—44-godzinng
inkubacj¢ oocytéw w pozywce uzupetnionej 4 mg mL™' frakcji V albuminy suro-
wicy bydlecej (BSA-V; ang. bovine serum albumin — fraction V, Sigma-Aldrich),
0,1 IU mL™"' ludzkiej gonadotropiny menopauzalnej (hMG; ang. human menopausal
gonadotropin, Sigma-Aldrich) lub mieszaning 10 IU mL' gonadotropiny kosmowko-
wej zrebnych klaczy (eCG/PMSG; ang. equine chorionic gonadotropin/pregnant mare
serum gonadotropin, Sigma-Aldrich) i 10 IU mL! ludzkiej gonadotropiny kosmow-
kowej (hCG; ang. human chorionic gonadotropin, Sigma-Aldrich). Ponadto, pozywka
hodowlana wzbogacona byta dodatkiem 10% plynu wyizolowanego z antralnych pe-
cherzykow jajnikowych $wini (pFF; ang. porcine follicular fluid), 0,6 mM L™ L-cy-
steiny (Sigma-Aldrich) oraz 10 ng mL™! rekombinowanego epidermalnego czynnika
wzrostowego czlowieka (thEGF; ang. recombinant human epidermal growth factor,
Sigma-Aldrich).

System II (preRSCV-IVM-II) okreslany byt jako sekwencyjny, dwustopniowy
z zastosowaniem roskowityny (RSCV), ktora jest przedstawicielem rodziny specy-
ficznych/selektywnych inhibitorow kinazy biatkowej p34°2 stanowiacej podjed-
nostke katalityczng czynnika dojrzewania mejotycznego (MPF; ang. maturation/
meiosis-promoting factor). W systemie tym, wyselekcjonowane do hodowli oocy-
ty poddawane byty 22-godzinnej preinkubacji w pozywce z dodatkiem 50 pM L'
enancjomeru (stereoizomeru optycznego) R roskowityny (R-RSCV, Sigma-Aldrich).
W kolejnym etapie, oocyty podlegaty wlasciwemu dojrzewaniu mejotycznemu po-
przez 42-44-godzinng inkubacj¢ w medium hodowlanym uzupelionym 4 mg mL™'
BSA-V, 0,1 IU mL"' hMG lub mieszaning 10 IU mL~' eCG/PMSG i 10 IU mL"' hCG,
a takze 10% pFF, 0,6 mM L' L-cysteiny oraz 10 ng mL™' rhEGF.

System III (IVM-III/TSA) zdefiniowany byt jako sekwencyjny, dwustopnio-
wy z zastosowaniem trichostatyny A (TSA), ktéra nalezy do grupy syntetycznych
analogow endogennych inhibitoréw deacetylaz biatek histonowych chromatyny ja-
drowej (HDACSs). Ten niespecyficzny/nieselektywny inhibitor HDACs posrednio
hamuje takze procesy metylacji DNA jadrowego katalizowane przez DNMTs. W sy-
stemie IVM-III/TSA oocyty umieszczane bylty w pozywce hodowlanej uzupetnionej
4 mg mL' BSA-V, 0,1 TU mL' hMG lub mieszaning 10 IU mL! eCG/PMSG
i 10 IU mL " hCG, a takze 10% pFF, 0,6 mM L™ L-cysteiny oraz 10 ng mL! rhEGF.
Po okoto 20 godzinach oocyty byly przenoszone do tej samej pozywki, lecz dodat-
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kowo wzbogaconej 80 nM L' TSA (Sigma-Aldrich). W tych warunkach fizykoche-
micznych oocyty byly hodowane in vitro przez kolejne 2224 godziny, az do czasu
osiggniecia dojrzatosci jadrowej i cytoplazmatycznej.

Po hodowli we wszystkich trzech systemach IVM, dojrzate in vitro oocyty z wy-
raznie wyodrebnionymi ciatkami kierunkowymi I rzedu i jednolicie granulowang
cytoplazma, nie wykazujaca zmian degeneracyjnych (nekrotycznych lub apoptotycz-
nych), stanowity zrodto biorcow dla jader komoérek somatycznych.

Egzogenna (TSA-zalezna) modyfikacja epigenomowa hodowanych in vitro fi-
broblastycznych komérek-dawcow jader

Konfluentne linie klonalne fibroblastéw uktadu skérno-powlokowego ptodow lub
dorostych osobnikéw (loch lub knuréow) byly pasazowane (podwojenie populacji).
Uzyskane subpopulacje (szczepy) komorkowe byly wysiewane w naczynkach ho-
dowlanych wypemlionych podstawowa pozywka Eagle’a w modyfikacji Dulbecco
(DMEM/EMEM; ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Dulbecco’s Minimum
Essential Medium lub Eagle’s Minimum Essential Medium, Gibco Invitrogen Co.,
UK). Pozywka DMEM/EMEM wzbogacona byta dodatkiem 10% surowicy ptodow
bydlecych (FBS; ang. foetal bovine serum, Sigma-Aldrich), 5 ng mL™' rekombinowa-
nego zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow cziowieka (rh-bFGF; ang. recom-
binant human basic fibroblast growth factor, Sigma-Aldrich) i 2 mM L™ mieszaniny
aminokwaséw endogennych (NEAA; ang. non-essential amino acids, Sigma-Aldrich).
Ponadto, uzupetniona ona byta 2 mM L' L-glutaminy (Sigma-Aldrich), 0,36 mM L™
pirogronianu sodu (Sigma-Aldrich) oraz 1% mieszaniny antybiotykow i mykostaty-
kow (AAS; ang. antibiotic-antimycotic solution). W wyniku pokrycia gesta, pojedyn-
czg warstwa calej dostepnej powierzchni dna butelki hodowlanej, przylegajace Scisle
zaréwno do siebie, jak i do substratu komorki fibroblastyczne podlegaty inhibicji kon-
taktowej migracji i proliferacyjnego wzrostu przez 24—72 godziny. W tych warun-
kach cykl mitotyczny fibroblastow byt sztucznie synchronizowany w fazach G1/GO.
Przed wykorzystaniem jako zrodta dawcow jader w procedurze klonowania, linie
komorek fibroblastycznych, ktére poddawano zahamowaniu kontaktowemu podzia-
tow mitotycznych po osiggnigciu stanu petnej konfluencji, inkubowane byty przez
24 godziny w pozywce uzupetionej 50 nM L™ trichostatyny A (TSA). Do klono-
wania somatycznego uzyte byly transformowane epigenetycznie (za posrednictwem
TSA) komoérki pochodzace z wezesnych pasazy (2—6). Na potrzeby klonowania, po-
szczegolne subpopulacje komorkowe fibroblastow byly intensywnie przemywane
$wieza pozywka pozbawiong modulatora epigenetycznego TSA, trypsynizowane
1 wirowane, w celu uzyskania zawiesiny pojedynczych komorek.

Technika klonowania somatycznego

Enukleacja mikrochirurgiczna oocytow wspomagana chemicznie

Uwolnione z komorek wzgodrka jajonosnego, dojrzalte in vitro oocyty inkubowane
byly przez 1 godzing w pozbawionej jonéw Ca** pozywce TC-199/HEPES (Gibco
BRL). Ta ostatnia uzupetniona byta mieszaning 0,4 pg mL~' demekolcyny (DMCC,
Sigma-Aldrich) oraz 0,05 M L' sacharozy (Sigma-Aldrich). Nastepnie oocyty
z wyraznie widocznym w przestrzeni okotozottkowej stozkowatym uwypukleniem
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plazmolemmy (w poblizu I cialka kierunkowego) przenoszone byly do pozywki
z dodatkiem 7,5 pg mL™ cytochalazyny B (CB, Sigma-Aldrich). Niewielki fragment
cytoplazmy oocytu (zawierajacy plytke metafazowa wrzeciona Il podzialu mejotycz-
nego) usuwany byt wraz z polocytem I rzgdu za pomocg pipety enukleacyjne;j.

Rekonstrukcja enukleowanych oocytow

Wyjadrzone oocyty $§wini rekonstruowane byly przy wykorzystaniu techniki fuz;ji
indukowanej impulsami pradu statego (elektrofuzji). Wyselekcjonowane, pojedyn-
cze komorki fibroblastyczne wprowadzane byty mikrochirurgicznie do przestrzeni
okotozoltkowej wyjadrzonych oocytéw. Kompleksy ooplast-komorka somatyczna
umieszczane byly w komorze do elektroporacji wypetnionej roztworem izotonicz-
nego dielektryku, ktory stanowit 0,3 M D-mannitol (Sigma-Aldrich). Roztwér ten
uzupetiony byt 1,0 mM L' CaCl, (Sigma-Aldrich), 0,1 mM L' MgSO, (Sigma-
-Aldrich) i 0,2 mg mL™" wolnej od kwasow thuszczowych frakcji albuminy surowicy
bydlecej (FAF-BSA, Sigma-Aldrich). Fuzja kompleksow komérkowych indukowana
byla generowanymi bezposrednio po sobie 2 impulsami pradu statego o nat¢zeniu
pola elektrostatycznego 1,2 kV cm™ i czasie trwania 60 usek. kazdy.

Sztuczna aktywacja zrekonstruowanych oocytow

Do stymulacji programu rozwojowego zrekonstytuowanych oocytow zastosowa-
ny byt protokdt jednoczesnej fuzji i aktywacji fizycznej. W systemie tym impulsy
elektryczne, indukujace fuzje kompleksow cytoplast-komorka somatyczna, stanowity
réwnoczesnie bodzce inicjujace aktywacje rekonstruowanych oocytow. Elektropora-
cja bton cytoplazmatycznych hybryd klonalnych indukowana byta przy uzyciu dwoch
generowanych bezposrednio po sobie impulséw pradu statego o natezeniu pola elek-
trostatycznego 1,2 kV cm™ i czasie trwania 60 psek. kazdy. Zabieg przeprowadzany
byt w roztworze izotonicznego dielektryku o podwyzszonym do 1 mM L' stezeniu
jonéw Ca?’,

Hodowla in vitro zarodkéw klonalnych

Sztucznie aktywowane cybrydy klonalne uzyskane w wyniku rekonstrukcji oocy-
tow z jader fibroblastow tkanki skorno-powlokowej ptodow lub dorostych osobni-
kéw hodowane byty w 50-uL kroplach pozywki NCSU-23 z dodatkiem 0,4% BSA-V,
w temperaturze 39°C, w atmosferze 5% CO, i 100% H,O(g) w powietrzu. Po
3—4-dniowej inkubacji, zarodki przenoszone byly do pozywki uzupetnionej 10%
FBS. Zarodki hodowane byty przez 6—7 dni do osiagnigcia stadium moruli/blastocy-
sty. Po wybarwieniu fluorochromem Hoechst 33342 (bisbenzimidem, Sigma-Aldrich)
o stezeniu 5 pug mL ™' pozywki NCSU-23 z dodatkiem 10% FBS, blastocysty klonalne
poddawane byly cytobiochemicznej ocenie jako$ci morfologicznej. Przeprowadzana
ona byla w oparciu o catkowitg liczbe komorek, tj. sumaryczng liczbg komoérek wezta
zarodkowego oraz komorek trofoblastycznych w zarodkach.

Analiza statystyczna
W celu poréownania liczby dojrzalych mejotycznie oocytéw, liczby zarodkéw
klonalnych zaklasyfikowanych do hodowli in vitro w oparciu o ocen¢ zabiegu fuzji
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komplekséw ooplast-komorka somatyczna, liczby dzielacych sie zarodkow, liczby
zarodkow w stadium moruli oraz blastocysty miedzy roznymi grupami hybryd ja-
drowo-ooplazmatycznych (cybryd klonalnych), zastosowano procedure analityczng
przy uzyciu testu niezalezno$ci zmiennych losowych (cech) y?. Grupy doswiadczal-
ne utworzono w zalezno$ci od badanego czynnika, ktory stanowita metoda dojrze-
wania ex vivo oocytow-biorcow jader z wykorzystaniem pozywek hodowlanych
o zréznicowanej suplementacji (tj. o zroznicowanym sktadzie jakosciowym).

Natomiast w celu poréwnania $redniej liczby komoérek w blastocystach miedzy
réznymi grupami cybryd klonalnych §wini, zastosowano jednoczynnikowa analize
wariancji (ANOVA) przy wykorzystaniu testu -Studenta dla grup niezaleznych, czyli
dla zmiennych niepowigzanych. Grupy eksperymentalne utworzono w zaleznos$ci od
badanego czynnika, czyli metody pozaustrojowego dojrzewania mejotycznego oocy-
tow w odmiennych warunkach mikrosrodowiska hodowlanego (réznice w skladzie
jako$ciowym pozywek wynikajace z odmiennych suplementow).

Wyniki

Wyniki dotyczace wptywu roznych warunkéw hodowli in vitro (system IVM-I —
bez uzycia roskowityny lub trichostatyny A, system preRSCV-IVM-II — z wykorzy-
staniem roskowityny oraz system IVM-III/TSA — z wykorzystaniem trichostatyny A)
na efektywnos¢ jadrowo-cytoplazmatycznego dojrzewania oocytow §wini — biorcoOw
jader komorek somatycznych w procedurze klonowania przedstawiono w tabeli 1.
Z kolei tabele 2 i 3 przedstawiaja wyniki dotyczace potencjalu rozwojowego in vitro
1 jakosci klonalnych zarodkéw §wini zrekonstruowanych z jader dwoch typow epige-
netycznie modulowanych komorek fibroblastycznych (fibroblastow tkanki skérno-
powlokowej ptodéw lub dorostych osobnikow), w zalezno$ci od zastosowania trzech
systemow pozaustrojowego dojrzewania mejotycznego oocytow (IVM-1, preRSCV-
IVM-II oraz IVM-III/TSA).

Tabela 1. Efektywno$¢ dojrzewania mejotycznego oocytow swini w réznych warunkach hodowli in vitro
Table 1. Efficiency of meiotic maturation of pig oocytes under different in vitro culture conditions

System I[VM Liczba (szt.) h(?dowanych Liczba (szt.) dojrzatych oocytéw-biorcow (%)
IVM system oocytow No. of mature oocytes (%)
No. of oocytes cultured ’
IVM-I 152 128/152
(84,2%) a
preRSCV-IVM-II 155 133/155
(85,8%) a
IVM-III/TSA 163 154/163
(94,5%) b

a, b — przy warto$ciach umieszczonych w obregbie kolumn oznaczaja statystycznie istotne roznice migdzy grupami
doswiadczalnymi, z prawdopodobienstwem popetnienia btgdu losowego 0,01<P<0,05.

a, b — values within columns denote statistically significant differences between the experimental groups, with
a random error probability of 0.01<P<0.05.
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Oméwienie wynikow

Wyniki przeprowadzonych badan jednoznacznie wskazujg na poprawe wydajno-
$ci klonowania §win poprzez wzrost potencjatu rozwojowego in vitro zarodkow klo-
nalnych zrekonstruowanych z epigenomowo-dojrzatych oocytow o wysokiej jakosci
oraz z jader fibroblastow uktadu skorno-powtokowego ptodéw lub dorostych osobni-
kow, ktére poddane zostaty epigenetycznym modulacjom aktywnosci transkrypcyjnej
w warunkach hodowli ex vivo. Do hodowli ex vivo oocytdéw wykorzystano R-rosko-
wityne z grupy specyficznych inhibitorow kompetycyjnych kinaz cyklino-zaleznych
oraz trichostatyne A z grupy niespecyficznych inhibitorow izosterycznych deacetylaz
histonow rdzenia nukleosomowego chromatyny jadrowej, w celu synchronizacji pro-
cesOw dojrzewania jadrowego, cytoplazmatycznego i epigenomowego. W pracy tej
przeprowadzono analiz¢ porownawczg trzech systemow [VM oocytdw, stanowigcych
zrodto komorek-biorcow jader w procedurze klonowania. W zaleznos$ci od zastoso-
wania roznych strategii hodowli in vitro oocytow, obejmujacych odmienne warianty
suplementacji pozywek do dojrzewania, oceniano zaréwno efektywno$é systemow
IVM, ktora mierzono odsetkiem oocytow osiagajacych stan dojrzatosci jadrowo-cy-
toplazmatycznej w stadium MII, jak i przedimplantacyjne zdolno$ci rozwojowe oraz
jako$¢ morfologiczng zarodkow klonalnych $wini.

W dostepnej literaturze z zakresu klonowania somatycznego $win stwierdzono brak
prac, w ktérych poréwnywany jest potencjal rozwojowy in vitro zarodkow zrekon-
struowanych z oocytow uzyskujacych dojrzatos¢ mejotyczng w warunkach inkubacji
w pozywkach hodowlanych o zréznicowanym sktadzie jakosciowym. Wedlug naszej
wiedzy, po raz pierwszy w badaniach nad klonowaniem $§win oraz innych gatunkéw
ssakow wykorzystano trichostatyng A do sztucznej modyfikacji epigenetycznej ko-
morkowej pamigci o stopniu aktywnosci transkrypcyjnej genomu oocytow-biorcoOw
jader komorek somatycznych. Bezposrednia, ektopowa transformacja epigenetycz-
nych modyfikacji biatek histonowych chromatyny jadrowej (tj. poziomu acetylacji
reszt lizyny 1 argininy histonéow H3 i H4 rdzenia nukleosomowego) oraz posrednia
transformacja modyfikacji kowalencyjnych DNA jadrowego (tj. poziomu metylacji
reszt cytozyny) doprowadzita prawdopodobnie do zmniejszenia stopnia asynchronii
miedzy dojrzatoscia epigenomowa a dojrzaloécia jadrowo-cytoplazmatyczng oocy-
tow-biorcow jader. Z kolei pelna lub maksymalnie zblizona do pelnej synchroniza-
cja procesOw dojrzewania epigenomowego oraz mejotycznego i cytoplazmatycznego
oocytow mogta przyczyni¢ si¢ do podwyzszenia przedimplantacyjnych kompetencji
rozwojowych oraz jako$ci zarodkéw klonalnych §wini wskutek zwigkszenia zdol-
no$ci do przeprogramowania ekspresji genow jader komoérek somatycznych po ich
transplantacji do epigenetycznie dojrzalej ooplazmy-biorcy. Stwierdzono bowiem, ze
efektywno$¢ dojrzewania in vitro oocytow $wini byta znacznie wyzsza w systemach
hodowli z zastosowaniem trichostatyny A niz w systemach hodowli z zastosowaniem
R-roskowityny lub w pozywce pozbawionej odwracalnych blokerow cyklu mejotycz-
nego lub niespecyficznych represoréw modyfikacji epigenetycznych biatek histono-
wych oraz DNA jadrowego (tab. 1). Ponadto, wyzszy potencjal rozwojowy i jakos¢
zarodkow klonalnych $wini odnotowano w wyniku zastosowania do dojrzewania in
vitro oocytow trichostatyny A niz w przypadku zastosowania roskowityny, a takze
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w przypadku niezastosowania jakiegokolwiek z wymienionych represorow mody-
fikacji epigenetycznych biatek histonowych i DNA jadrowego lub blokeréw cyklu
mejotycznego (tab. 2 i 3).

Jednakze, trichostatyna A zostala uzyta nie tylko do epigenetycznej transformacji
komérkowej pamigci oocytow $wini o profilu aktywnosci transkrypeyjnej DNA ge-
nomowego, lecz takze do sztucznej modulacji epigenomowo-uwarunkowanej ekspre-
sji gendw w hodowanych in vitro komorkach fibroblastycznych, stanowigcych zrédto
dawcow jader w zabiegach rekonstrukcji enukleowanych oocytéw metodg klonowania
somatycznego. Jednym ze sposobow odwrdcenia zaawansowanych zmian we wzor-
cu kowalencyjnych modyfikacji epigenetycznych jader hodowanych komorek soma-
tycznych, ktore obejmuja gwattowng metylacje DNA lub spadek poziomu acetylacji
biatek histonowych, wydaje si¢ ich ekspozycja na dzialanie syntetycznych analogow
endogennych zwigzkow odwracalnie hamujacych aktywno$¢ enzymow DNMTs oraz
HDACs. Do pierwszej grupy sztucznych modyfikatoréw epigenetycznych nalezy
5-aza-2’-deoksycytydyna (5-aza-dC), a do drugiej — trichostatyna A (TSA) oraz buta-
nian/maslan sodu (NaBu) (Enright i in., 2005; Kishigami i in., 2006; Wee i in., 2007;
Yang i in., 2007 b). Wyniki badan wtasnych, a takze badan innych autoréw (Enright
iin., 2003; Wee i in., 2007) sugeruja, ze zastosowanie trichostatyny A do egzogenne;j
modulacji epigenomowej hodowanych in vitro fibroblastycznych komoérek-dawcow
jader moze mie¢ pozytywny wpltyw na zlozone procesy strukturalnego przemode-
lowania chromatyny jadrowej oraz epigenetycznego przeprogramowania DNA ge-
nomowego w przedimplantacyjnej fazie rozwoju zarodkow klonalnych. Scenariusz
prawidtowego i pelnego przeprogramowania profilu pamigci epigenetycznej jader so-
matogenicznych w komorkach zarodkow klonalnych moze zosta¢ bowiem zrealizo-
wany jedynie przez zwickszenie czgstotliwosci pasywnej demetylacji reszt cytozyny
DNA oraz ostabienie nat¢zenia deacetylacji reszt lizyny i argininy histondw chroma-
tyny komoérek-dawcow jader, ktdre uprzednio poddano egzogennym modyfikacjom
epigenomowym (Yang i in., 2007 a; Zhang i in., 2007; Shi i in., 2008). Posrednim
wskaznikiem wlasciwego przebiegu procesu epigenetycznego przeprogramowania ak-
tywnosci transkrypcyjnej jader komorek somatycznych w zarodkach klonalnych jest
ich wysoki przedimplantacyjny potencjat rozwojowy. W eksperymentach wlasnych,
najwyzsza aktywnos$cia podziatowa, a takze odsetkiem morul i blastocyst charaktery-
zowaly sie zarodki klonalne pochodzgce z modulowanych epigenetycznie, dojrzalych
in vitro oocytow, ktore zrekonstytuowane byly z jader komorek fibroblastycznych
poddanych takze transformacji epigenomowej. Niemniej jednak, kompetencje jader
komorkowych epigenetycznie transformowanych fibroblastéw tkanki skorno-po-
wlokowej ptodow do pokierowania rozwojem in vitro zarodkéw klonalnych $wini
do stadium moruli oraz blastocysty byly wyzsze niz kompetencje jader fibroblastow
tkanki skorno-powtokowej dorostych osobnikow, niezaleznie od zastosowanych do
dojrzewania ex vivo oocytow blokerow cyklu mejotycznego lub represorow mody-
fikacji kowalencyjnych biatek histonowych oraz DNA jadrowego (tj., odpowiednio
deacetylacji oraz metylacji).

Zarowno w badaniach wtasnych, jak i w doswiadczeniach przeprowadzonych
przez Lee i in. (2003) zaobserwowano podobna zalezno$¢ miedzy fenotypem/ro-
dowodem komérek-dawcow jader wykorzystanych w procedurze klonowania so-
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matycznego $win a przedimplantacyjnymi zdolno$ciami rozwojowymi do stadium
blastocysty zarodkow klonalnych uzyskanych technika réwnoczesnej fuzji i akty-
wacji rekonstruowanych oocytéw. W obu przypadkach stwierdzono nizszy odsetek
blastocyst klonalnych rozwijajacych si¢ z zarodkow zrekonstytuowanych z dojrza-
tych in vitro enukleowanych oocytow oraz z jader komorek fibroblastycznych tkan-
ki skornej ucha dorostych osobnikéw w poréwnaniu do zarodkéw zrekonstruowa-
nych z jader fibroblastow ptodowych. W badaniach przeprowadzonych przez Lee
1in. (2003) potencjal rozwojowy do stadium blastocysty zarodkow klonalnych §wini
zrekonstytuowanych z jader gtodzonych fibroblastéw skornych niedojrzatych picio-
wo loszek byt dwukrotnie nizszy niz zarodkéw zrekonstytuowanych z jader glodzo-
nych fibroblastow ptodowych (ok. 8% vs. 16%). Podobna tendencja utrzymywatla si¢
w eksperymentach wlasnych, a potencjal rozwojowy do stadium blastocysty wahat si¢
w granicach 15-29% oraz 27-40%, odpowiednio, w przypadku zarodkéw klonalnych
zrekonstruowanych z genomu jadrowego konfluentnych i transformowanych epige-
netycznie fibroblastow tkanki skornej dojrzatych ptciowo loch lub knuréw oraz zarod-
koéw zrekonstruowanych z genomu jadrowego ptodowych komorek fibroblastycznych
(tab. 2 i 3). Istotnie nizszy w porownaniu do badan wtasnych odsetek uzyskanych
w dos$wiadczeniach przeprowadzonych przez Lee i in. (2003) blastocyst rozwijaja-
cych si¢ z cybrydowych zygot klonalnych zrekonstruowanych z jader fibroblastow
skory dorostych osobnikéw lub fibroblastoéw ptodowych moze wynika¢ z faktu nieza-
stosowania TSA-zaleznej transformacji epigenetycznej hodowanych komorek-daw-
coéw jader. Do znacznych réznic w potencjale rozwojowym zarodkow klonalnych
miedzy badaniami Lee 1 in. (2003) a eksperymentami wlasnymi mogto przyczynic sie
takze wykorzystanie innej metody synchronizacji cyklu mitotycznego hodowanych
in vitro komorek-dawcow jader w fazach GO/G1 lub G1/GO (deprywacja troficzna
vs. inhibicja kontaktowa migracji i proliferacyjnego wzrostu komoérek w warunkach
peinej konfluencji). Kolejnym powodem nizszych niz w badaniach wlasnych kom-
petencji rozwojowych in vitro zarodkéw klonalnych mogg by¢ odmienne parametry
fizyko-techniczne impulséw elektrycznych uzytych do protokotu jednoczesnej fuzji
1 aktywacji rekonstytuowanych oocytow (1 x 200 V/mm x 50 psek. vs. 2 X 120 V/mm
x 60 psek.).

W przeciwienstwie do wynikow badan wtasnych oraz badan Lee i in. (2003),
w eksperymentach przeprowadzonych przez Parka i in. (2002) nie stwierdzono istot-
nych réznic w zdolnosciach rozwojowych in vitro do stadium blastocysty miedzy
zarodkami klonalnymi §wini zrekonstruowanymi z jader glodzonych fibroblastow
tkanki skornej ucha 4-dniowych prosiat a zarodkami zrekonstruowanymi z jader glo-
dzonych fibroblastow ptodowych (ok. 10,0% vs. 9,5%). Jednakze brak statystycznie
istotnych réznic w odsetku blastocyst rozwijajacych si¢ z obu typoéw zarodkow klo-
nalnych moze by¢ spowodowany inng niz zastosowana w badaniach wtasnych dtu-
goscig trwania impulsow pradu statego, ktére byly generowane w celu indukcji jedno-
czesnej fuzji 1 aktywacji rekonstytuowanych oocytow (2 x 1,2 kV/ecm X 30 psek. vs.
2 x 1,2 kV/em x 60 psek.). Inng tego przyczyna moga by¢ takze odnotowane miedzy
eksperymentami réznice w wieku zwierzat, od ktérych pobrano bioptaty tkankowe
malzowiny usznej (osobniki w okresie neonatalnym rozwoju ontogenetycznego oraz
dojrzate ptciowo i/lub rozptodowo/somatycznie osobniki zenskie lub meskie).



Systemy dojrzewania in vitro oocytow a rozwoj zarodkow klonalnych swini 57

Podsumowujac, w oparciu o uzyskane wyniki badan wtasnych stwierdzono istot-
ny wpltyw zréznicowanej suplementacji pozywek do pozaustrojowego dojrzewania
oocytow $wini na zdolno$ci rozwojowe in vitro oraz morfologiczng jako$¢ klonal-
nych zarodkow zrekonstruowanych z jader transformowanych epigenetycznie ko-
morek fibroblastycznych. Ponadto, sugeruje si¢, ze wykorzystanie trichostatyny A
do modulacji komorkowej pamigci epigenetycznej dojrzewajacych ex vivo oocytow
moze zwickszac czestotliwos$¢ synchronizacji oraz przyspiesza¢ tempo/kinetyke pro-
cesOW dojrzewania epigenomowego oraz dojrzewania jadrowo-cytoplazmatycznego
hodowanych in vitro oocytow-biorcow jader komoérek somatycznych w procedurze
klonowania $win. Zarodki klonalne $wini, ktére rozwijaty si¢ z oocytéw dojrzewa-
jacych ex vivo w obecnosci trichostatyny A, wykazywaly stosunkowo wysoki przed-
implantacyjny potencjat rozwojowy. Niemniej jednak, niezbedne jest prowadzenie
dalszych, szczegotowych badan w tym zakresie w celu potwierdzenia, czy zastosowa-
ne systemy IVM oocytow §wini z uzyciem R-roskowityny lub trichostatyny A moga
doprowadzi¢ do uzyskania potomstwa klonalnego w wyniku transferu do samic-bior-
czyn zarodkoéw zrekonstruowanych z jader dwoch typow komorek fibroblastycznych,
poddanych epigenetycznym modyfikacjom w warunkach hodowli in vitro.
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MARCIN SAMIEC, MARIA SKRZYSZOWSKA

Effect of different systems for in vitro maturation of porcine oocytes on development of embryos
generated by somatic cell cloning

SUMMARY

The present study was conducted in order to develop both the optimal methods for ex vivo oocyte
meiotic maturation and the strategies of inducible epigenomic modification of nuclear recipient oocytes
as well as nuclear donor cells for the purposes of somatic cell cloning of pigs. Enucleated, meiotically-
matured gilt/sow oocytes were reconstituted with the cell nuclei of either foetal fibroblast cells (Group I)
or adult cutaneous fibroblast cells (Group II), which had been previously epigenetically-transformed by
trichostatin A (TSA). TSA is a member of the family that includes non-specific/non-selective blockers for
the activity of histone deacetylases. Depending on the systems of in vitro maturation (IVM), the capabili-
ties of cloned embryos to develop up to morula and blastocyst stages were examined on Days 6 to 7 under
in vitro culture circumstances, respectively. The IVM systems involved the treatment of oocytes with
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TSA (Groups IA and ITA). In turn, in Groups IB and IIB, the oocytes were pre-matured with roscovitine
(RSCV), which is a specific/selective inhibitor of cyclin-dependent kinases and thereby reversible blocker
of meiotic cell cycle at prophase I dictyotene stage. But, in Groups IC and IIC, immature oocytes were
cultured in the medium lacking RSCV or TSA. In Groups IA and IIA, the frequencies of nuclear-trans-
ferred embryos that developed to the morula and blastocyst stages were 45/68 (66.2%) and 27/68 (39.7%)
or 36/69 (52.2%) and 20/69 (29.0%), respectively. The morula and blastocyst formation rates yielded
26/60 (43.3%) and 17/60 (28.3%) or 20/62 (32.3%) and 9/62 (14.5%) in Groups IB or IIB, respectively.
In turn, in Groups IC and IIC, the proportions of nuclear-transferred embryos that reached the morula and
blastocyst stages were 24/56 (42.9%) and 15/56 (26.8%) or 19/58 (32.8%) and 10/58 (17.2%), respec-
tively. In conclusion, the in vitro maturation of porcine oocytes in the culture medium enriched with TSA
resulted both in the higher developmental competences and in the improved quality of cloned embryos
as compared to the IVM of oocytes that had been pre-incubated with RSCV and to that in the medium
depleted of RSCV and TSA.

Key words: pig, in vitro maturation, nuclear recipient oocyte, epigenomic maturity, epigenetic transforma-
tion/modulation, trichostatin A, roscovitine, cloned embryo



