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Autoreferat

1. Imie i Nazwisko: Anna Ajduk
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne:

18.06.2007 - doktor nauk biologicznych w zakresie biologii — Wydziat Biologii, Uniwersytet
Warszawski; tytut rozprawy: “Dojrzewanie cytoplazmatyczne oocytéw myszy: rozwdj mechanizmu
odpowiedzialnego za aktywacje komorki jajowej podczas zaptodnienia; promotor: prof. dr hab. Marek
Maleszewski

4.06.2003 - magister, kierunek biologia w zakresie biologii molekularnej — Wydziat Biologii,
Uniwersytet Warszawski; tytut rozprawy: “Aktywno$é czynnika plemnikowego w oocytach
inseminowanych w czasie dojrzewania in vitro lub po aktywacji partenogenetycznej”; opiekun: prof. dr
hab. Marek Maleszewski

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.
od 2017 - starszy wyktadowca w Zaktadzie Embriologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski

2009-2011 - research associate (post-doc) w Wellcome Trust / Cancer Research UK Gurdon Institute,
University of Cambridge

2007-2017 - adiunkt w Zaktadzie Embriologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski; (na urlopie
naukowym w |. 2009-2011)

2003-2007 - studia doktoranckie na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

Krétkoterminowe staze zagraniczne:

2008 - visiting scientist (2-miesieczny staz naukowy finansowany przez FEBS Short-term Fellowship)
w Wellcome Trust / Cancer Research UK Gurdon Institute, University of Cambridge

2005-2006 —research assistant (dwa 3-miesieczne staze naukowe) w Institute for Biogenesis Research,
John A. Burns School of Medicine, University of Hawaii

2005 - visiting student (3-miesieczny staz naukowy finansowany przez Schering Foundation Short-
term Fellowship) w Department of Obstetrics and Gynaecology, Wales College of Medicine, Cardiff
University.

4. Wskazanie osiggniecia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze
zm. w Dz. U.z2016r. poz. 1311.):

a) tytut osiggniecia naukowego/artystycznego:

Wybrane aspekty czasowej i przestrzennej dynamiki rozwoju przedimplantacyjnego
zarodkéw myszy
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b) Spis publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia habilitacyjnego:

1. Ajduk A, llozue T, Windsor S, Yu Y, Seres KB, Bomphrey RJ, Tom BD, Swann K, Thomas A, Graham
C, Zernicka-Goetz M. (2011) Rhythmic actomyosin-driven contractions induced by sperm entry
predict mammalian embryo viability. Nature Communications 2: 417. (IF 2011: 7.396, pkt. MNiSW
2011: -, I. cytowan: 44)

2. Ajduk A, Zernicka-Goetz M. (2013) Quality control of embryo development. Molecular Aspects of
Medicine 34:903-918. (Praca przeglagdowa) (IF 2013: 10.302, pkt. MNiSW 2013: 45, |. cytowan: 18)

3. Ajduk A, Biswas Shivhare S, Zernicka-Goetz M. (2014) The basal position of nuclei is one pre-
requisite for asymmetric cell divisions in the early mouse embryo. Developmental Biology 392:
133-140. (IF 2014: 3.547, pkt. MNiSW 2014: 35, . cytowan: 8)

4. Ajduk A, Zernicka-Goetz M. (2016) Polarity and cell division orientation in the cleavage embryo:
from worm to human. Molecular Human Reproduction 22: 691-703. (Praca przegladowa) (IF 2016:
3.585, pkt. MNiSW 2016: 40, . cytowar: 4)

5. Ajduk A, Strauss B, Pines J, Zernicka-Goetz M. (2017) Delayed APC/C activation extends the first
mitosis of mouse embryos. Scientific Reports 7: 9682. (IF 2016 (brak jeszcze IF za 2017): 4.259, pkt.
MNiSW 2016: 40, |. cytowari: 0)

6. MilewskiR, Szpila M, Ajduk A. (2018) Dynamics of cytoplasm and cleavage divisions correlates with
preimplantation embryo development. Reproduction 155: 1-14 (IF 2016 (brak jeszcze IF za 2018):
3.100, pkt. MNiSW 2016: 35, |. cytowan: 0)

c) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow wraz z
omoédwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Rozwdj przedimplantacyjny zarodkéw ssakéw obejmuje okres od zaptodnienia, poprzez szereg
podziatéw mitotycznych (tzw. bruzdkowanie), az do osiggniecia przez zarodek stadium blastocysty,
kiedy to mozliwa jest implantacja w macicy (Rycina 1). Wnikniecie plemnika inicjuje w oocycie oscylacje
cytoplazmatycznego stezenia wolnych jonédw Ca?* ([Ca?*]i): jony Ca®* w cykliczny sposdb uwalniane s3
z cystern retikulum endoplazmatycznego do cytoplazmy i wpompowywane z powrotem z cytoplazmy
do $wiatta retikulum. Czestos¢ oscylacji [Ca?*]; zalezy od gatunku, u myszy wyrzuty Ca®* powtarzajg sie
co 10-20 min (przeglad w Sanders i Swann, 2016). Oscylacje [Ca?*]i umozliwiajg m.in. ukoriczenie przez
oocyt drugiego podziatu mejotycznego oraz inicjujg przejscie zaptodnionego oocytu do interfazy
pierwszego podziatu zarodkowego. Oprdcz tego regulujg szereg innych proceséw komérkowych:
powstanie bloku przeciwko polispermii, aktywnos¢ mitochondriow, translacje matczynego mRNA czy
dynamike cytoplazmy (wiecej szczegétow w pkt 1. osiggniecia habilitacyjnego). Dane literaturowe
sugerujg, ze mogg tez wptywac na ekspresje gendw na pdzniejszych etapach rozwoju zarodkowego
(Dumollard i wsp., 2004; Ozil i wsp., 2005, 2006; Campbell i Swann, 2006; Toth i wsp., 2006; przeglad
w Ducibella i wsp., 2006 oraz Sanders i Swann, 2016).

Pierwszy cykl mitotyczny zarodka myszy jest pod wieloma wzgledami szczegdlny. W zygocie
znajduja sie dwa osobne jgdra interfazowe, zawierajgce chromosomy matczyne i ojcowskie, czyli tzw.
przedjadrza zenskie i meskie. Dopiero w czasie fazy M pierwszego podziatu bruzdkowania chromosomy
pochodzgce od oocytu i plemnika ,spotkajg sie”, tworzgc wspdlng ptytke metafazowa (przeglad w
Destouni i Vermeesch, 2017). W czasie pierwszego cyklu zarodkowego w zasadzie nieaktywna jest
transkrypcja de novo: zarodek korzysta z mRNA zgromadzonego przez oocyt i dopiero w fazie G2
dochodzi do wstepnej i bardzo ograniczonej aktywacji genomu zarodkowego (przeglad w Lii wsp., 2013
i Biechele i wsp., 2015). Co wiecej, pierwsza faza M zarodka trwa znacznie dtuzej niz ma to miejsce w
komdrkach somatycznych, a nawet w pdzniejszych podziatach bruzdkowania (Sikora-Polaczek i wsp.,
2006; Maciejewska i wsp., 2009). Badania nad mechanizmami regulujagcymi przebieg pierwszej
zarodkowej fazy M opisane zostaty w pkt. 2 osiggniecia habilitacyjnego.
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1. Dynamika ruchu cytoplazmy 2. Regulacja czasu 3. Regulacja geometrii podziatéw
= mechanizm i potencjalne trwania fazy M w zarodku 8-komadrkowym myszy
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Rycina 1. Rozwdj przedimplantacyjny zarodka myszy z zaznaczeniem zagadnien poruszanych w osiggnieciu
habilitacyjnym.
Szczegoty w tekscie.

Kolejne podziaty bruzdkowania prowadzg do powstania zarodka 4-, a nastepnie 8-
komdrkowego. Na stadium 8-komdrkowym majg miejsce kompakcja i polaryzacja blastomeréw
zarodka. Kompakcja polega na powstaniu ptytek przylegania (ang. adherens junctions) pomiedzy
blastomerami, co prowadzi do zmiany morfologii zarodka: z grupy wyraznie wyrdznionych komérek
zmienia sie on w ,grudke”, w ktdrej granice miedzy poszczegdlnymi komdrkami sg niemal niewidoczne
(Collins i Fleming, 1995). Polaryzacja, zachodzgca w przyblizeniu w tym samym czasie co kompakcja,
prowadzi natomiast do redystrybucji organelli i molekut wewnatrz blastomeréw wzdtuz osi apikalno-
bazalnej i powstania tzw. domeny polarnej w czesci apikalnej (Reeve i Ziomek, 1981; Reeve i Kelly,
1983; Plusa i wsp., 2005; Vinot i wsp., 2005; Skamagki i wsp., 2013; przeglad w Nance, 2014).
Kompakcja i polaryzacja umozliwiajg powstanie w czasie kolejnego podziatu bruzdkowania dwdéch
typow komoérek o réznych wiasciwosciach i losie rozwojowym: komdrek zewnetrznych (dziedziczacych
domene polarng) i wewnetrznych (apolarnych) (Tarkowski i Wroéblewska, 1967; Johnson i Ziomek,
1981a, b; przeglad w Nance, 2014; wiecej szczegdtéw w pkt. 3 opisu osiggniecia habilitacyjnego).
Wyrdznicowanie sie tych dwdch rodzajow komodrek jest kluczowe dla osiggniecia przez zarodek
stadium blastocysty. Komérki zewnetrze utworzg bowiem trofektoderme, zewnetrzng warstwe
komdrek otaczajaca jame blastocysty, ktéra po implantacji przeksztatci sie w zarodkowa czes$¢ tozyska;
natomiast komoérki wewnetrzne dadzg poczatek weztowi zarodkowemu, czyli grupie komérek lezgcych
wewnatrz jamy blastocysty, ktére uformujg ciato ptodu oraz wiekszosé bton ptodowych (przeglad w
Zernicka-Goetz i wsp., 2009; Cockburn i Rossant, 2010).

Wraz z kolejnymi podziatami zarodkowymi dochodzi do wyrdznicowania sie w obrebie wezta
zarodkowego dwdch osobnych linii komérkowych: epiblastu, ktéry utworzy wtasciwe ciato ptodu wraz
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z mezoderma pozazarodkowg, wchodzgca w sktad bton ptodowych, oraz pierwotnej endodermy, ktéra
zbuduje endodermalng warstwe pecherzyka zéttkowego. We w petni wyksztatconej blastocyscie
epiblast zajmuje nisze wewnatrz wezta zarodkowego, miedzy otaczajgcq go od zewnatrz
trofektoderma, a oddzielajacag go od jamy blastocysty endodermg pierwotng. Dopiero tak zbudowana
blastocysta jest gotowa do implantacji i ma szanse na prawidtowy rozwdj poimplantacyjny (przeglad w
Zernicka-Goetz i wsp., 2009; Cockburn i Rossant, 2010).

Dzieki technikom hodowli in vitro rozwdj przedimplantacyjny zarodka mozemy analizowa¢ w
warunkach laboratoryjnych, poza organizmem samicy. Badania te nie tylko wzbogacajg naszg wiedze
na temat proceséw wewnatrzkomorkowych regulujgcych wczesny rozwdj zarodkowy ssakéw, ale
moga tez mie¢ wymierne znaczenie praktyczne, pomagajgc w optymalizacji procedur stosowanych w
medycynie reprodukcyjnej czy we wspomaganym rozrodzie zwierzat. Na szczegdlng uwage zastuguje
wykorzystanie analizy dynamiki proceséw komérkowych zachodzgcych w czasie rozwoju
przedimplantacyjnego jako Zrédta potencjalnych biomarkeréw jakosci zarodkéw. Biomarkery takie
znajdujg zastosowanie w ewaluacji zywotnosci zarodkéw przed ich transferem do biorczyn (patrz pkt.
1 i 4 opisu osiggniecia habilitacyjnego). Badania, ktérych wyniki sktadajg sie na moje osiggniecie
habilitacyjne, miaty na celu zgtebienie dynamiki proceséw komdrkowych zachodzacych w
przedimplantacyjnych zarodkach ssakéw, poczawszy od zaptodnienia, poprzez regulacie czasowaq
pierwszego podziatu zarodkowego, po tempo bruzdkowania i regulacje ptaszczyzny jego podziatdw.
Moim modelem badawczym byty zarodki myszy, jednak czes$¢ z uzyskanych przeze mnie wynikéw moze
by¢ interesujgca takze w kontekscie innych gatunkow ssakdéw, w tym cztowieka, i postuzy¢ jako punkt
wyjscia do badan nad nowymi wskaznikami potencjatu rozwojowego zarodkdéw uzyskiwanych w
procedurach zaptodnienia in vitro.

1. Dynamika ruchu cytoplazmy — mechanizm i potencjalne zastosowanie w ewaluacji jakosci
zarodkow ssakow

Praca oryginalna: Ajduk A, llozue T, Windsor S, Yu Y, Seres KB, Bomphrey RJ, Tom BD, Swann K,
Thomas A, Graham C, Zernicka-Goetz M. (2011) Rhythmic actomyosin-driven contractions induced
by sperm entry predict mammalian embryo viability. Nature Communications 2: 417.

Praca przegladowa: Ajduk A, Zernicka-Goetz M. (2013) Quality control of embryo development.
Molecular Aspects of Medicine 34: 903-918

Wstep. Ukierunkowany ruch cytoplazmy oocytu wywotany zaptodnieniem jest zjawiskiem
znanym u wielu gatunkéw zwierzat. U C. elegans, jezowcdw, zachw i pazow jest on regulowany przez
mechanizm zalezny od Ca?* i/lub cytoszkieletu oraz wigze sie z ustanowieniem polarnosci zarodkéw
(Speksnijder i wsp., 1990; Roegiers i wsp., 1995; Munro i wsp., 2004; Stack i wsp., 2006; przeglad w
Weaver i Kimelman, 2004; Sardet i wsp., 2007; Nance i Zallen, 2011; Ajduk i Zernicka-Goetz, 2016).
Ruch taki byt takze zaobserwowany w oocytach ssakéw (Deguchi i wsp., 2000), lecz jego mechanizm i
znaczenie byty nieznane. Przed opublikowaniem naszych badan (Ajduk i wsp., 2011) wiadomo byto
jedynie, ze zaptodnienie prowadzi w oocytach do reorganizacji rozmieszczenia niektdrych organelli:
ziaren korowych, czyli granul wypetnionych enzymami proteo- i glikolitycznymi umiejscowionymi w
kortykalnej czesci oocytu, retikulum endoplazmatycznego, mitochondridw (Abbott i Ducibella, 2001;
Sun i wsp., 2001; FitzHarris i wsp., 2003) oraz cytoszkieletu. Reorganizacja cytoszkieletu przejawia sie
m.in. akumulacjg filamentéw aktynowych i towarzyszacych im biatek nad chromatyng plemnika,
skutkujgcg powstaniem charakterystycznego wybrzuszenia, tzw. wzgdrka zaptodnienia (Maro i wsp.,
1984, 1986; Deng i wsp., 2007). Dodatkowo, zaptodnienie wywotuje w oocycie oscylacyjne zmiany
[Ca?]; (przeglad w: Sanders i Swann, 2016). Oscylacje [Ca®]; trwajg od momentu zaptodnienia do
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utworzenia przedjadrzy zygoty (Marangos i wsp., 2003) i indukujg szereg proceséw zwigzanych z
zaptodnieniem i rozwojem zarodkowym (patrz powyzej).

W ramach projektu, w ktérym uczestniczytam w czasie mojego stazu podoktorskiego,
podjeliémy prébe scharakteryzowania ruchu cytoplazmy w zaptodnionym oocycie myszy, okreslenia
zaleznosci miedzy nim a oscylacjami [Ca®']; i cytoszkieletem, oraz jego zwigzku z potencjatem
rozwojowym zarodka (Ajduk i wsp., 2011). W tym celu wykorzystaliSmy obrazowanie poklatkowe
zaptodnionych oocytdw myszy potgczone z analizg obrazu oparta o technike Particle Image
Velocimetry (PIV), powszechnie stosowang w badaniach nad dynamikg ptynéw (Willert i Gharib, 1991;
Keane i Adrian, 1992; Westerweel, 1997; Raffel i wsp., 1998). W skrdcie, algortym PIV, poréwnujgc
pomiedzy kolejnymi klatkami filmu wzory jasnych i ciemnych pikseli w zadanych obszarach
analizowanego obiektu, kalkuluje wektor przesuniecia danego obszaru w czasie pomiedzy
porownywanymi klatkami (Rycina 2). Pozwala to na sledzenie ruchu obiektéw amorficznych, w
przypadku komérki - ruchu cytoplazmy.

Klatka 1 Analizowany
obszar 1 Rozktad o
wspotczynnika Obliczenie wektora
\ korelacji przesuniecia

Analizowany
Klatka 2 obszar 2

Rycina 2. Schemat analizy ruchu cytoplazmy metodgq Particle Image Velocimetry.

Kazda klatka nagrania zostaje podzielona na obszary, w obrebie ktérych analizowany jest wzér pikseli.
Algorytm oblicza rozktad wspodtczynnika korelacji krzyzowej dla poréwnywanych ze sobg obszaréw w
nastepujgcych po sobie klatkach. Szczytowa wartos¢ rozktadu wskazuje na najbardziej prawdopodobne
miejsce przesuniecia analizowanego obszaru i pozwala na wyliczenie wektora przesuniecia.

Wyniki. WykazaliSmy, ze wnikniecie plemnika wywotuje oscylacyjne zmiany predkosci i
kierunku ruchu cytoplazmy oocytu trwajgce ok. 4h, czyli az do momentu utworzenia przedjadrzy.
Okresy, w ktérych predkos¢ cytoplazmy znaczgco wzrastata, a jej wektory byty skierowane w jedng
strone (tzw. speed-peaks), wystepowaty na zmiane z okresami, w ktdrych ruch cytoplazmy miat niska
predkosé, a charakteryzujgce go wektory skierowane byty w rézne strony, zaleznie od analizowanego
fragmentu komorki (tzw. okresy inter-peak). Przed powstaniem wzgdrka zaptodnienia, wektory ruchu
cytoplazmy w czasie speed-peaks skierowane byty w strone tworzacego sie drugiego ciatka
kierunkowego, a po uformowaniu sie wzgérka — w strone tego wtasnie wybrzuszenia (Rycina 3A). Co
wiecej, zauwazylismy, ze oscylacjom predkosci ruchu cytoplazmy towarzyszyty zmiany w ksztatcie
wzgodrka zaptodnienia, ktory w naprzemienny sposdb wybrzuszat sie i wyptaszczat. W czasie okreséw
speed-peaks dochodzito do gwattownego wyptaszczenia wzgdrka zaptodnienia, a nastepnie w okresie
inter-peak ulegat on stopniowo ponownemu wybrzuszeniu (Rycina 3B). Pulsacje wzgdrka zasugerowaty
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Rycina 3. Cykliczne szybkie ruchy cytoplazmy oocytu wywotane zaptodnieniem i towarzyszace im pulsacje
wzgorka zaptodnienia.

(A) Srednia predko$é¢ cytoplazmy w zaptodnionym oocycie myszy z widocznymi okresami szybkich ruchéw
(speed-peaks). 1 — przyktadowy speed-peak z okresu przed wyksztatceniem sie wzgdérka zaptodnienia i
odpowiadajace mu zdjecie zygoty z natozonymi wektorami ruchu cytoplazmy uzyskanymi poprzez analize
PIV; 2 — przyktadowy speed-peak w okresie po powstaniu wzgdrka zaptodnienia wraz z odpowiadajagcym mu
zdjeciem zygoty z natozonymi wektorami ruchu cytoplazmy. (B) Korelacja czasowa miedzy oscylacjami
predkosci cytoplazmy (linia niebieska) a pulsacjami wzgdrka zaptodnienia przedstawionymi jako zmiany w
dtugosci srednicy zygoty przechodzacej przez wzgdrek zaptodnienia (linia zielona). 1 — moment wybrzuszenia
wzgorka zaptodnienia wraz z odpowiadajgcym mu zdjeciem zygoty; biata linia pokazuje miejsce pomiaru
Srednicy zygoty; 2 — moment wyptaszczenia wzgdrka zaptodnienia wraz z odpowiadajgcym mu zdjeciem
zygoty. 2PB — |l ciatko kierunkowe (z ang. 2" polar body), FC — wzgdrek zaptodnienia (z ang. fertilization cone).

nam, ze moze on stuzy¢ jako rodzaj ,,pompy” napedzajacej ruch cytoplazmy w okresach speed-peaks
(w okresie przed powstaniem wzgdrka zaptodnienia role takiej pompy mogtaby petni¢ wypuktos¢ w
rejonie chromosomow zenskich i tworzgcego sie drugiego ciatka kierunkowego). Rzeczywiscie,
zaobserwowalismy, ze im silniejsze pulsacje wzgdrka zaptodnienia, tym szybszy ruch cytoplazmy w
czasie speed-peaks. Co wiecej, pokazaliSmy, ze w zaptodnionych oocytach, w ktérych wzgdrek nie
powstat (oocyty zaptodnione poprzez docytoplazmatyczne wstrzykniecie plemnika (z ang. ICSI,
intracytoplasmic sperm injection) w rejon centralny komorki — zbyt duza odlegto$¢ chromatyny
plemnika od korteksu oocytu uniemozliwia uformowanie wzgdrka zaptodnienia (Deng i wsp., 2007)),
szybkie ruchy cytoplazmy (speed-peaks) sg znacznie ograniczone.

Kolejnym krokiem w naszych badaniach byto pokazanie mechanizmu prowadzgcego do
gwattownych ruchéw cytoplazmy (speed-peaks) oraz do pulsacji wzgdrka zaptodnienia. Mikrofilamenty
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Rycina 4. Mechanizm powstawania szybkich ruchéw cytoplazmy w zaptodnionym oocycie myszy.

(A) Asymetryczna lokalizacja filamentéw aktynowych i miozyny w zygocie myszy. Filamenty aktynowe
akumulujg sie gtéwnie w rejonie wzgdrka zaptodnienia. Panel lewy — utrwalona zygota, filamenty aktynowe
wybarwione falloidyng. Panel prawy — przyzyciowe zdjecia zygot eksprymujacych motyw utrofiny
ometkowany EGFP, wigzacy sie z filamentami aktynowymi (gérne zdjecie) lub regulatorowy lekki taricuch
miozyny Il z metkg GFP (dolne zdjecie). FC — wzgdrek zaptodnienia. (B) Ruch cytoplazmy w zygotach
traktowanych nokodazolem (inhibitor polimeryzacji mikrotubul), cytochalazyng D (inhibitor polimeryzacji
filamentow aktynowych) lub ML-7 (inhibitor kinazy MLCK, a w konsekwencji miozyny Il). (C) Korelacja czasowa
miedzy szybkimi ruchami cytoplazmy (linia niebieska) a zmianami we fluorescencji barwnika FuraRed,
indykatora [Ca?*]i (linia zielona) w przyktadowej zygocie. (D) Predkoé¢ ruchu cytoplazmy (linia niebieska) w
zygocie traktowanej zwigzkiem BAPTA, chelatorem Ca?*; [Ca®']i pokazane jako fluorescencja FuraRed (linia
zielona).

aktynowe, podobnie jak i miozyna, akumulujg sie w korteksie oocytu nad chromosomami zenskimi
(rejon, gdzie tworzy sie drugie ciatko kierunkowe) oraz nad chromatyng meska (wzgdrek zaptodnienia),
czyli w miejscach, ktére petnig funkcje pomp napedzajgcych ruch cytoplazmy (Rycina 4A).
Zablokowanie funkcjonalnosci cytoszkieletu aktyno-miozynowego poprzez podanie specyficznych
inhibitorow drobnoczasteczkowych catkowicie uniemozliwito powstawianie szybkich ruchow
cytoplazmy, a takze znaczgco obnizyto predkosc ruchu cytoplazmy w okresach inter-peak. Podobnej
zmiany nie zanotowalismy, gdy zahamowana zostata dynamika mikrotubul (Rycina 4B). Pokazalismy
réwniez, ze oscylacyjne zmiany predkosci cytoplazmy koreluja czasowo z oscylacjami [Ca%*];: wzrostowi
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[Ca?*]; towarzyszy szybki ruch cytoplazmy (Rycina 4C). Co wiecej, oscylacje [Ca®*]i sg konieczne do
wygenerowania szybkich ruchéw cytoplazmy: jesli zostang zablokowane poprzez podanie zwigzku
chelatujgcego wolne jony Ca?* w cytoplazmie oocytu, gwattowne ruchy cytoplazmy nie powstang
(Rycina 4D). W literaturze mozemy znalezé wiele danych wskazujacych na zwigzek jonéw Ca?* z
regulacjg kurczliwosci cytoszkieletu aktyno-miozynowego, np. poprzez zalezne od Ca?* kinazy takie jak:
MLCK (z ang. myosin light chain kinase), CaMKII (z ang. Ca*'/calmodulin-dependent kinase Il) czy cPKC
(z ang. conventional protein kinase C) (Halet i wsp., 2004; Markoulaki i wsp., 2003, 2004; Ducibella i
Fissore, 2008). Dlatego wydaje sie nam wysoce prawdopodobnym, ze zaréwno szybkie ruchy
cytoplazmy, jak i towarzyszace im pulsacje wzgbrka zaptodnienia, zwigzane sg z zalezng od Ca*
kurczliwoscig cytoszkieletu aktyno-miozynowego i z niesymetrycznym roztozeniem tego cytoszkieletu
w oocycie.

W trakcie badan nad dynamika ruchow cytoplazmy pojawito sie pytanie o ich funkcje. Niestety,
zaburzenie ruchu cytoplazmy w taki sposéb, by nie zaktdci¢ dziatania innych waznych dla zarodka
komponentéw komorki, jest trudne. Pewnym rozwigzaniem moze by¢ tu wspomniane juz wczesniej
zaptodnienie technikg ICSI, ktére umozliwia wprowadzenie plemnika bgdz to w poblize korteksu oocytu
(wtedy powstaje wzgdrek zaptodnienia i oscylacyjne ruchy cytoplazmy), badZz w rejon centralny
komarki (brak wzgérka zaptodnienia i ruchdw cytoplazmy). Doswiadczenia z wykorzystaniem tych
dwodch typoéw ICSI wykazaty, ze brak pulsacyjnych ruchdw cytoplazmy nie wptywa negatywnie na
rozwéj zarodkéw, przynajmniej na etapie rozwoju przedimplantacyjnego (dane niepublikowane,
Ajduk, Seres, Yu, Zernicka-Goetz). Wynik ten sugeruje zatem, ze pulsacje cytoplazmy nie odgrywaja
istotnej roli w rozwoju zarodka. Mozna je jednak wykorzystaé jako tatwe do zwizualizowania
odzwierciedlenie kluczowych dla zarodka parametréw, takich jak wzor oscylacji [Ca*]i i funkcjonalno$é
cytoszkieletu aktyno-miozynowego. Analiza dynamiki cytoplazmy mogtaby zatem dostarczy¢
informacji o potencjale rozwojowym zarodkow i znalezé zastosowanie w procedurach ewaluacji jakosci
zarodkéw stosowanych w praktyce medycznej i weterynaryjnej.

W kolejnej serii doswiadczen udato nam sie powigza¢ dynamike cytoplazmy w zaptodnionych
oocytach myszy z ich potencjatem rozwojowym, mierzonym jako zdolnos¢ do rozwoju przed- i
poimplantacyjnego. W pierwszej kolejnosci, zebralismy dane dotyczace 71 zarodkdéw uzyskanych przez
zaptodnienie in vitro: (i) Srednig predkos¢ cytoplazmy w okresie inter-peak (tzw. mean basal speed,
parametr, ktéry, jak wykazalismy wczesdniej, odzwierciedla funkcjonalno$¢ cytoszkieletu aktyno-
miozynowego), (ii) $redni czas pomiedzy kolejnymi okresami speed-peak (tzw. mean inter-peak
interval, odpowiadajacy $redniemu czasowi pomiedzy kolejnymi wyrzutami Ca?*), (iii) liczbe komérek,
z ktérych zbudowane byty poszczegdine zarodki po 4 dniach hodowli in vitro i (iv) zdolno$¢ zarodkéw
do osiggniecia stadium blastocysty. Analiza statystyczna tych danych wykazata, ze dla réznych wartosci
mean inter-peak interval wystepujg statystycznie istotne zaleznosci miedzy mean basal speed a liczbg
komdrek w 4-dniowym zarodku. Liczba komérek w 4-dniowym zarodku poczatkowo wzrastata wraz z
mean basal speed az do osiggniecia pewnej granicznej wartosci (Srednia + 1.7 odchylenia
standardowego (SD)), kiedy to do krzywa opisujgca zalezno$¢ miedzy tymi zmiennymi ulegata
wyptaszczeniu lub zaczynata opadacd. Ponadto, dla réznych wartosci mean basal speed, srednia liczba
komadrek w 4-dniowym zarodku wzrastata proporcjonalnie do dtugosci mean inter-peak interval (1,3
razy przy wydtuzeniu mean inter-peak interval o 1 SD, czyli ok. 7 min) (Rycina 5A-B). Podobne zaleznosci
zaobserwowalismy pomiedzy parametrami opisujgcymi dynamike ruchu cytoplazmy a zdolnoscig
zarodka do osiggniecia stadium blastocysty w czasie 4 dni hodowli. Analiza statystyczna wykazata, ze
prawdopodobieistwo rozwiniecia sie blastocysty wzrasta wraz ze wzrostem mean basal speed oraz
mean inter-peak interval (Rycina 5C-D). Nastepnie sprawdzilismy, czy analiza dynamiki ruchu
cytoplazmy w zaptodnionych oocytach pozwala na odrdznienie zarodkdéw, ktére z wysokim
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Rycina 5. Matematyczne modele wigzgce dynamike ruchu cytoplazmy z jakoscig przedimplantacyjnego
zarodka myszy.

(A) Zaleznos¢ miedzy mean basal speed a liczbg komérek w 4-dniowym zarodku myszy z uwzglednieniem
réznych wartosci mean inter-peak interval. (B) Zaleznos¢ miedzy mean inter-peak interval a liczbg komodrek
w 4-dniowym zarodku myszy z uwzglednieniem réznych wartosci mean basal speed. (C) Zaleznos¢ miedzy
mean basal speed a prawdopodobieristwem osiggniecia przez zarodek stadium blastocysty z uwzglednieniem
réznych wartosci mean inter-peak interval. (D) Zalezno$¢ miedzy mean inter-peak interval a
prawdopodobienstwem osiggniecia przez zarodek stadium blastocysty z uwzglednieniem réznych wartosci
mean basal speed.

prawdopodobienstwem bedg w stanie zaimplantowac¢ sie w macicy i przejs¢ peten rozwdj
poimplantacyjny, od tych, dla ktorych tak mierzony potencjat rozwojowy jest niski. W tym celu
uzyskiwalismy zarodki przez zaptodnienie in vitro i analizowali$my w nich wybrane parametry opisujace
ruch cytoplazmy (mean basal speed i mean inter-peak interval). Nastepnie, w oparciu o modele
statystyczne opisane wczesniej, przydzielalismy je do jednej z dwdch grup — zarodkédw o wysokim lub
niskim potencjale rozwojowym — i na stadium 2-komdrkowym transferowalismy, osobno dla kazdej z
grup, do jajowoddéw samic biorczyn. Zatozylismy, ze zarodki o wysokim potencjale rozwojowym to
takie, ktére wg. naszego modelu po 4 dniach hodowli in vitro miatyby od 25 do 52 komérek i byty zdolne
do osiggniecia stadium blastocysty z prawdopodobienstwem 0,25-0,9. Z kolei zarodki o niskim
potencjale rozwojowym miatyby po 4 dniach hodowli od 9 do 24 komdrek i tworzytyby blastocyste z
prawdopodobierstwem 0-0,25. Zarodki ocenione jako posiadajace wysoki potencjat rozwojowy
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rozwijaty sie do stadium cylindra zarodkowego (6,5 dpc) 5 razy czesciej (83,3%, vs. 16,7%), a do dnia
narodzin (19,5 dpc) prawie 3 razy czesciej (87,5%, vs. 31,6%) niz zarodki o niskim potencjale
rozwojowym. Podsumowujgc, wyniki te potwierdzity, ze dynamika cytoplazmy w zaptodnionym
oocycie moze byé wyznacznikiem zdolnosci rozwojowych zarodkéw myszy. Jest to tym ciekawsza
ewentualnosé, ze, jak pokazaty nasze dalsze analizy, obrazowanie zaptodnionych oocytéw konieczne
do okreslenia parametréw opisujgcych ruch cytoplazmy, nie wptywa negatywnie na rozwdj zarodkéw,
przynajmniej na etapie przedimplantacyjnym.

Znaczenie wynikow. Do oceny potencjatu rozwojowego zarodkdéw stosuje sie wiele réznych
metod — poczgwszy od analiz genetycznych, poprzez testy biochemiczne, po przezyciowe obrazowanie
mikroskopowe (przeglad w Ajduk i Zernicka-Goetz, 2013). Opisana przez nas metoda analizy ruchu
cytoplazmy (objeta patentem miedzynarodowym, ktérego jestem wspdtautorem) wpisuje sie w to
ostatnie podejscie do ewaluacji zarodkéw. Jej innowacyjno$¢ przejawia sie tym, ze w sposdb
nieinwazyjny dostarcza informacji o wzorze oscylacji [Ca%*];, wzbudzonych w oocycie przez plemnik,
oraz o funkcjonalnosci cytoszkieletu aktyno-miozynowego. Zaktécona funkcjonalnosé cytoszkieletu
aktyno-miozynowego prowadzi m.in. do zaburzen w cytokinezie i w przemieszczaniu sie organelli w
komadrce (przeglad w Sun i Schatten, 2006 oraz D'Avino i wsp., 2015), a w konsekwencji zmniejsza
potencjat rozwojowy zarodkdw. Analiza predkosci cytoplazmatycznej (mean basal speed) moze by¢
zatem szczegdlnie uzyteczna w przypadku oocytéw kriokonserwowanych, poniewaz procedura ta
czesto przyczynia sie do uszkodzen cytoszkieletu aktynowego komorki (Saunders i wsp., 1999; Hosu i
wsp., 2008; Luciano i wsp., 2009). Oscylacje [Ca®*]; indukujg z kolei szereg proceséw niezbednych do
prawidtowego rozwoju embrionalnego, takich jak zakonczenie drugiego podziatu mejotycznego w
oocycie, wytworzenie bloku przeciwko polispermii czy inicjacja podziatéw mitotycznych zarodka. Co
wiecej, wykazano, ze regulujg one aktywnos$¢ mitochondridéw, translacje matczynego mRNA i ekspresje
genomu zarodkowego (Dumollard i wsp., 2004; Ozil i wsp., 2005, 2006; Campbell i Swann, 2006; Toth
i wsp., 2006; przeglad w Ducibella i wsp., 2006; Sanders i Swann, 2016). Wszystkie wyzej wymienione
procesy wymagaja, aby [Ca?']; byto podwyzszone przez pewien okreslony czas, a ten zalezy, miedzy
innymi, od czestotliwosci wyrzutéw Ca?*, a zatem dtugos$ci mean inter-peak interval (Ozil i wsp., 2005,
2006; Toth i wsp., 2006). Co wazne, wykazano, ze zaréwno zbyt krétki, jak i zbyt dtugi okres
powyzszonego [Ca®*]; zmienia wzorzec ekspresji gendw zarodkowych i upo$ledza rozwdj
przedimplantacyjny lub poimplantacyjny (Ozil i wsp., 2006; Toth i wsp., 2006).

Do momentu publikacji naszej pracy nie istniata metoda pozwalajgca na uzyskanie informacji
o jakosci cytoszkieletu aktyno-miozynowego i wzorze oscylacji [Ca?*]i w sposdb nieinwazyjny,
poniewaz wczesniejsze metody ich obrazowania wykorzystywaty barwniki fluorescencyjne i szkodliwe
naswietlanie. Wedtug niedawno opublikowanych badan, informacji o jakosci cytoszkieletu moze co
prawda dostarczy¢ aspiracyjny pomiar wtasciwosci mechanicznych komaérki (Yanez i wsp., 2016), lecz
nie pozwala on na analize oscylacji [Ca?*]. Oczywiscie, aby opracowana przez nas metoda analizy
zarodkéw mogta sta¢ sie technika wykorzystywang w praktyce medycznej lub weterynaryjnej,

potrzebne sg dalsze badania. Nalezy potwierdzi¢, ze podobne ruchy cytoplazmy wystepujg w
zaptodnionych oocytach innych gatunkéw ssakéw, w tym ludzi, oraz stworzy¢ i zwalidowa¢ model
predykcyjny wigzacy okreslone parametry ruchu cytoplazmy z prawdopodobienstwem implantacji

i/lub zywych narodzin. Do tej pory udato sie wykazaé, ze oscylacyjne ruchy cytoplazmy wystepujg w
oocytach ludzkich aktywowanych partenogenetycznie po nieskutecznej prébie zaptodnienia technika
ICSI (Swann i wsp., 2012). Dodatkowo, opisano zalezno$¢ miedzy dynamika cytoplazmy a jakoscia
blastocyst powstatych z zaptodnionych oocytdw w wyniku hodowli in vitro oraz stworzono model
pokazujacy zwigzek miedzy parametrem mean inter-peak interval i wybranymi parametrami

morfokinetycznymi (tzn. zwigzanymi z tempem bruzdkowania), a liczbg komdrek w 5-dniowym
zarodku myszy (Milewski et al., 2018, wiecej szczeg6tow w pkt. 4. opisu osiggniecia habilitacyjnego).
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Analiza ruchu cytoplazmy moze by¢ takze wykorzystana do oceny jakosci niezaptodnionych
oocytdw. Praca Yi i wsp. (2011) pokazata, ze aktyno-zalezny ruch cytoplazmy skierowany w strone
korteksu oocytu utrzymuje wrzeciono metafazy drugiego podziatu mejotycznego we wiasciwej,
podbtonowej pozycji. Dodatkowo, cho¢ analiza ruchu cytoplazmy nie dostarcza informacji o
amplitudzie poszczegdlnych wyrzutéw Ca®* tworzacych oscylacje [Ca?*];, moze stanowi¢ interesujaca (i
tanszg, gdyz niewymagajgcg zastosowania fluorescencji) alternatywe do procedury testujgcej jakosc
ludzkich plemnikéw poprzez badanie ich zdolnosci do wywotywania oscylacji [Ca%*]; w oocytach myszy
(ang. mouse oocyte calcium analysis, MOCA, Vanden Meerschaut i wsp., 2013; Durban i wsp., 2015)

2. Regulacja czasu trwania fazy M pierwszego podziatu zarodkowego myszy

Praca oryginalna: Ajduk A, Strauss B, Pines J, Zernicka-Goetz M. (2017) Delayed APC/C activation
extends the first mitosis of mouse embryos. Scientific Reports 7: 9682.

Wstep. Faza M, czyli okres miedzy rozpadem otoczki jgdrowej (NEBD, z ang. nuclear envelope
breakdown) a poczgtkiem anafazy, jest kluczowy dla utrzymania prawidtowej ploidii komérki. To
wtasnie wtedy chromosomy muszg zosta¢ w odpowiedni sposéb przytagczone do mikrotubul wrzeciona
mitotycznego, aby umozliwi¢ symetryczne rozdzielenie chromatyd siostrzanych do komoérek
potomnych. Czas potrzebny do powstania w petni funkcjonalnego wrzeciona podziatowego zapewnia
mechanizm regulujgcy aktywno$é kompleksu ligazy ubikwityny APC/C, (z ang. anaphase promoting
complex/cyclosome). Gtownym elementem tego mechanizmu jest punkt kontrolny zwigzany z
wrzecionem (SAC, z ang. spindle assembly checkpoint), ktéry monitoruje sposéb podtaczenia
chromosomoéw do mikrotubul wrzeciona (przeglad w Musacchio i Salmon, 2007 i Lara-Gonzalez i wsp.,
2012). Dopdki nie powstang prawidtowe potaczenia, biatkowy kompleks MCC (z ang. mitotic checkpoint
complex) hamuje aktywnos$¢ APC/C wzgledem czesci biatek, wigzgc CDC20, aktywator APC/C (Sudakin
i wsp., 2001; Chao i wsp., 2012; Izawa i Pines, 2015; Alfieri i wsp., 2016, Yamaguchi i wsp., 2016).
Wyijatkiem jest tu cyklina A2, biatko gromadzone w czasie interfazy i konieczne do tego, by komdrka
mogta zainicjowac przejscie do fazy M. W typowym podziale mitotycznym ulega ona ubikwitynacji
przez APC/C i degradacji w czasie NEBD (den Elzen i Pines, 2001; Geley i wsp., 2001). Jest to mozliwe
dlatego, ze cyklina A2 wspdétzawodniczy z biatkiem BUBR1, sktadnikiem MCC, i wigze CDC20 (Di Fiore i
Pines, 2010). Kompleks cyklina A2-CDC20 wiaze sie nastepnie z APC/C poprzez biatko CKS (Wolthuis i
wsp., 2008, Di Fiore i wsp., 2015), co pozwala na selektywng ubikwitynacje cykliny A2, podczas gdy
pozostate substraty APC/C, np. cyklina B1, biatko wspottworzace kompleks MPF (z ang. M-phase
promoting factor), utrzymujacy komorke w fazie M, pozostajg nienaruszone. Ubikwitynacja i
degradacja cykliny B1, konieczne do spadku aktywnosci MPF i inicjacji anafazy, sg mozliwe dopiero po
unieczynnieniu SAC i uwolnieniu przez MCC biatka CDC20, ktére wigze sie z APC/C (Clute i Pines, 1999;
Hagting i wsp., 2002).

Pierwsza faza M w zarodkach zwierzat trwa znacznie dtuzej niz ma to miejsce w kolejnych
podziatach bruzdkowania, np. w zarodkach myszy az 90-120 min, podczas gdy druga faza M juz tylko
60-80 min (Sikora-Polaczek i wsp., 2006; Maciejewska i wsp., 2009; przeglad w Kubiak i wsp., 2008a).
Dla poréwnania, w komérkach somatycznych dtugosc fazy M waha sie od 30 do 60 minut, w zaleznosci
od rodzaju komoérki i dtugosci regulowanej przez SAC prometafazy, czyli okresu, w ktérym tworzg sie
wrzeciono i prawidtowe potgczenia miedzy chromosomami i mikrotubulami (Rieder i wsp., 1994;
Gorbsky i wsp., 1998; Howell i wsp., 2000; Jones i wsp., 2004; Meraldi i wsp., 2004). Przed publikacja
pracy Ajduk et al. (2017) mechanizm odpowiadajgcy za wydtuzenie pierwszej zarodkowej fazy M byt
nieznany. Postulowano jednakze, ze moze byé on zwigzany z biatkiem EMI2, bedgcym inhibitorem
CDC20 (Rauhiwsp., 2005; Tung i wsp., 2005; Shoji i wsp., 2006; Kubiak i wsp., 2008b). EMI2 jest obecne
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w oocytach w metafazie drugiego podziatu mejotycznego, hamujac w nich aktywnos$¢ APC/C, a w
konsekwencji utrzymujac je w tym stadium az do momentu zaptodnienia. Dopiero wnikniecie plemnika
i zwigzane z nim oscylacje [Ca?*]; prowadzg do degradacji EMI2 (Rauh i wsp., 2005; Liu i Maller, 2005;
Schmidt i wsp., 2005; Hansen i wsp., 2006). Biatko EMI2 ulega jednak resyntezie w zygotach (Shoji i
wsp., 2006). Alternatywnie, wydtuzenie zygotycznej fazy M moze by¢ spowodowane utrzymywaniem
sie w cytoplazmie zarodka puli stabilnej cykliny A2, ktéra, oddziatywujgc z APC/C, hamuje wydajng
ubikwitynacje cykliny B1 (Winston i wsp., 2000; Kubiak i Ciemerych, 2001; Izawa i Pines, 2011).

Wyniki. Nasze badania zaczeliSmy od scharakteryzowania dynamiki degradacji cykliny A2 i B1
w dzielgcych sie 1- i 2-komdrkowych zarodkach myszy. W tym celu zarodki zostaty nastrzykniete
egzogennym mRNA kodujgcym znakowang fluorescencyjnie cykline A2 lub B1 i filmowane poklatkowo
w czasie podziatu mitotycznego z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego badz fluorescencyjnego.
Wykazalismy, ze cyklina A2 w czasie interfazy lokalizowata sie w jgdrach zarodkdw, z ktdrych byta
uwalniana do cytoplazmy podczas NEBD, ulegata degradacji przed inicjacjg anafazy, a nastepnie byta
resyntetyzowana i importowana do jgder komérek potomnych. Choé w zarodkach 2-komdrkowych
degradacja cykliny A2 rozpoczynata sie w czasie NEBD, doktadnie tak jak w komdrkach somatycznych
(den Elzen i Pines, 2001; Geley i wsp., 2001), w zygotach byta opdzniona srednio o ponad 30 min, a jej
pdzniejszy przebieg byt spowolniony (Rycina 6A, C). Cyklina B1, z kolei, lokalizowata sie w cytoplazmie
przez wiekszos¢ interfazy i przemieszczata sie do jgdra dopiero podczas profazy, okoto 30 minut przed
NEBD. W czasie NEBD cyklina B1 byta uwalniania do cytoplazmy, gdzie pozostawata zwigzana z
wrzecionem mitotycznym. Ulegta degradacji w podobnym tempie podczas pierwszego i drugiego
podziatu mitotycznego, ale, tak jak w przypadku cykliny A2, poczatek degradacji cykliny B1 w czasie
pierwszego podziatu mitotycznego byt znaczaco opdzniony (okoto 30 min) w poréwnaniu z drugim
podziatem (Rycina 6B, D). Opdznienie degradacji cykliny A2 i cykliny B1 w zygotach w poréwnaniu do
zarodkow 2-komérkowych przekfadato sie na wydtuzenie czasu trwania catej fazy M. Jednakze analiza
korelacji miedzy poczatkiem degradacji cykliny i czasem trwania fazy M wykazata, ze tylko opdznienie
w degradacji cykliny B1, a nie w degradacji cykliny A2, korelowato z wydtuzeniem dtugosci fazy M
(R=0,67, p<0,001). Sugeruje to, ze dtuziszy czas trwania pierwszego podziatu mitotycznego jest
spowodowany opdznionym rozktadem cykliny B1, a nie cykliny A2, i ze stabilna pula cykliny A2 nie
odgrywa roli dodatkowego regulatora APC/C. Konkluzje te potwierdzity dalsze doswiadczenia, w
ktorych pokazaliSmy, ze nadekspresja cykliny A2 nie wptyneta znaczaco na czas inicjacji degradacji
cykliny B1. Co wiecej, obrazujac jednoczesnie degradacje fluorescencyjnie wyznakowanych cykliny A2
i B1, ujawnilismy, ze degradacja cykliny B1 jest inicjowana Srednio 3 minuty po inicjacji degradacji
cykliny A2, kiedy to poziom cykliny A2 zdgzyt ulec zmniejszeniu jedynie o srednio 0,7%.

Szukajgc alternatywnych przyczyn wydtuzenia fazy M w zygotach myszy, wykazaliSmy, ze
zahamowanie SAC przy uzyciu drobnoczgsteczkowego inhibtora kinazy MPS1, kluczowego elementu
SAC (Santaguida i wsp., 2010; Tipton i wsp., 2013), przyspiesza poczatek degradacji zaréwno cykliny
B1, jak i cykliny A2 (Rycina 7A-B). Ta druga obserwacja byta zaskakujgca, gdyz w komdrkach
somatycznych SAC nie reguluje degradacji cykliny A2 (den Elzen i Pines, 2001; Geley i wsp., 2001).
Doszlismy jednak do wniosku, ze cho¢ SAC wptywa na czas degradacji cykliny B1 i A2, a zatem moze
by¢ odpowiedzialny za przedtuzenie pierwszej fazy M zarodka myszy, nie jest jedynym mechanizmem
opd6zniajgcym degradacje tych biatek. Inaktywacja SAC podczas pierwszego podziatu zarodkowego nie
skrocita bowiem okresu pomiedzy NEBD a poczatkiem degradacji cykliny B1 i cykliny A2 do dtugosci
podobnej do okresu obserwowanego w kolejnym podziale zarodkowym.

Nastepnym mechanizmem, ktdry poddany zostat eksperymentalnej weryfikacji, byto
hamowanie APC/C przez biatko EMI2, ktére po degradacji wywotanej przez zaptodnienie ulega
resyntezie w zygotach (Shojiiwsp., 2006). Doswiadczenia z wykorzystaniem specyficznych wzgledem
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Rycina 6. Czasowa i przestrzenna dynamika cyklin A2 i B1 w czasie pierwszego i drugiego podziatu
mitotycznego zarodka myszy.

(A) Wybrane zdjecia z poklatkowego nagrania dzielgcej sie zygoty eksprymujacej cykline A2 z metkg YFP. (B)
Wybrane zdjecia z poklatkowego nagrania dzielagcej sie zygoty eksprymujacej cykline B1 z metkg YFP. Czas
(h:min) w (A)i(B) liczony od momentu rozpadu otoczki jgdrowe]j przedjadrzy (NEBD). Skala w (A) i (B) 20 um.
(C) Degradacja cykliny A2-YFP w dzielgcych sie zarodkach 1- i 2-komdrkowych. (D) Pomiar degradacji cykliny
B1-Ruby w dzielgcych sie zarodkach 1- i 2-komérkowych. Wykresy w (C) i (D) pokazujg wartos¢ usredniong
dla grupy +/- odchylenie standardowe.

EMI2 czgsteczek morfolino wykazaty, ze deplecja EMI2 w zygotach myszy nie przyspieszyta momentu
rozpoczecia degradacji cykliny B1. Zatem EMI2 nie jest najprawdopodobniej zaangazowane w regulacje
aktywnosci APC/C w zygotach, a tym samym nie odpowiada za wydtuzenie zygotycznej fazy M.
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Rycina 7. Rola punktu kontrolnego zwigzanego z wrzecionem (SAC) i kinazy PLK1 w regulacji degradacji
cyklin B1 i A2 w zygotach myszy.

(A) Degradacja cykliny B1-Ruby w dzielgcych sie zygotach kontrolnych i traktowanych rewersyng (inhibitorem
kinazy MPS1, sktadnika SAC). (B) Degradacja cykliny A2-YFP w dzielgcych sie zygotach kontrolnych i
traktowanych rewersyng. (C) Degradacja cykliny B1-Ruby w dzielgcych sie zygotach kontrolnych,
nastrzyknietych RNA aktywnej lub nieaktywnej formy PLK1 (Plk1 OE lub kd Plk1 OE) oraz traktowanych BI
2536 (inhibitor PLK1). (D) Degradacja cykliny A2-YFP w dzielgcych sie zygotach kontrolnych, nastrzyknietych
RNA aktywnej formy PLK1 (PIk1 OE) oraz traktowanych Bl 2536. Wykresy pokazujg wartos¢ usredniong dla
grupy +/- odchylenie standardowe.

Nastepnie sprawdzilismy, czy opdzniona aktywacja APC/C jest zwigzana z dziataniem kinazy
PLK1. PLK1 moze oddziatywaé na APC/C poprzez zbadane juz przez nas wczesniej mechanizmy, takie
jak SAC (PLK1 reguluje jego aktywnos¢ (przeglad w Combes i wsp., 2017) i EMI2 (fosforylacja
katalizowana przez PLK1 kieruje EMI2 do degradacji (Liu i Maller, 2005; Schmidt i wsp., 2005; Hansen i
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wsp., 2006)), ale i poprzez bezposrednig fosforylacje APC/C (Golan i wsp., 2002; Kraft i wsp., 2003;
Fujimitsu i wsp., 2016; Zhang i wsp., 2016). Wykazalismy, ze nadekspresja PLK1 w zygocie skrdcita czas
miedzy NEBD a inicjacja degradacji cykliny B1 oraz catkowitg dtugos¢ fazy M do dtugosci typowych dla
drugiego podziatu zarodkowego. Efekt ten nie zostat zaobserwowany, gdy zastosowano nadekspresje
nieaktywnej enzymatycznie wersji kinazy PLK1 (Rycina 7C). OdkrylisSmy réowniez, ze chociaz PLK1 nie
wptywa na degradacje cykliny A2 w komorkach somatycznych (Lenart i wsp., 2007), nadekspresja PLK1
znaczaco przyspieszyta poczgtek degradacji cykliny A2 w zygotach, chociaz nadal nastepowat on
pdzniej (liczac do NEBD) niz w zarodkach 2-komdrkowych (Rycina 7D). Analogicznie, zahamowanie
aktywnosci PLK1 za pomocy drobnoczasteczkowego inhibitora uniemozliwito degradacje zaréwno
cykliny B1, jak i cykliny A2 (Rycina 7C-D). Co wazne, PLK1 nie wydaje sie wptywaé na aktywnos$¢ APC/C
w zygotach poprzez SAC (jej wptyw przez regulacje stabilnosci EMI2 tez zostat wykluczony, gdyz nasze
wczesniejsze wyniki wskazujg, ze EMI2 nie bierze udziatu w regulacji aktywnosci APC/C w zygotach):
zastosowanie inhibitora kinazy MPS1, nie zdotato uruchomié degradacji cykliny B1 zahamowanej przez
inhibitor PLK1. Barwienia immunofluorescencyjne wykazaty subtelng, ale potencjalnie istotng rdznice
w lokalizacji aktywnej, ufosforylowanej formy PLK1 (pPLK1) w zarodkach 1- i 2-komérkowych. Zaréwno
w pierwszej, jak i drugiej, fazie M pPLK1 lokalizowata sie na biegunach wrzeciona i chromosomach;
jednak w zarodkach 2-komérkowych silniej akumulowata sie na kinetochorach, podczas gdy w zygotach
rozmieszczona byta w sposdb bardziej rozproszony wzdtuz catych chromosomaow.

Podsumowujac, nasze wyniki wskazujg, ze regulacja degradacji cykliny A2 i B1 w zygotach rdzni
sie znaczgco od tego, co mozemy obserwowac w pdzniejszych etapach rozwoju zarodkowego czy w
komarkach somatycznych. Za opdzniong aktywacje APC/C prowadzaca do opdznionej degradacji cyklin
B1 i A2 w zygotach, a w konsekwencji przedtuzenia pierwszej zarodkowej fazy M, odpowiada
najprawdopodobniej mechanizm zalezny od PLK1. Istnieje mozliwos¢, ze pewng role odgrywa tu tez
odmienna lokalizacja aktywnego PLK1 w zygotach, jednak potwierdzenie tej hipotezy wymaga dalszych
badan.

Znaczenie wynikéw. Nasze badania jasno wskazaty, ze reguty rzagdzace cyklem komérkowym
w komoédrkach somatycznych ssakdéw nie do konca stosujg sie do zygot. Rdznice byly najwyrazniej
widoczne w przypadku regulacji degradacji cykliny A2. Pokazalismy takze, ze, wbrew wczesniejszym
sugestiom (Kubiak i Ciemerych, 2001; Kubiak i wsp., 2008b), wydtuzenie zygotycznej fazy M nie jest
zwigzane ani ze stabilng pulg cykliny A2, ani z EMI2, a SAC jest odpowiedzialny za nie jedynie czesciowo
(zgodnie z wczesniejszymi danymi (Sikora-Polaczek i wsp., 2006) SAC hamuje degradacje cykliny B1
jedynie na ok. 10-20 min po NEBD, podobnie, jak ma to miejsce w komdrkach somatycznych (Howell i
wsp., 2000; Meraldi i wsp., 2004)). Wydaje sie natomiast, ze kluczowa role w regulacji aktywnosci
APC/C moze odgrywac PLK1, dziatajgc najprawdopodobniej na drodze bezposredniej fosforylacji
kompleksu (Golan i wsp., 2002; Kraft i wsp., 2003; Fujimitsu i wsp., 2016; Zhang i wsp., 2016). Jesli PLK1
jest rzeczywiscie w zygotycznej fazie M czynnikiem ograniczajgcym, to powinna ulega¢ w tym stadium
nizszej ekspresji lub by¢ inaczej regulowana niz w czasie pdzniejszych podziatow zarodkowych — aby
zidentyfikowac te rdznice potrzeba dalszych badan.

Ciekawym zagadnieniem jest tez rola, jakg opdznienie degradacji cyklin moze odgrywac¢ w
zygocie. W komoérkach somatycznych, podobnie jak i w oocytach, cyklina A2 wspomaga korekcje
potaczen miedzy chromosomami a mikrotubulami, tworzgcych sie w czasie formowania wrzeciona
podziatowego (Kabeche i Compton, 2013; Zhang i wsp., 2017). Podobng funkcje moze tez petnié cyklina
B1 (Chen i wsp., 2008). W czasie pierwszego podziatu zarodkowego utworzenie wrzeciona
podziatowego jest odmienne niz w kolejnych podziatach zarodkowych, poniewaz powstaje ono z
dwéch odrebnych grup chromosomoéw — matczynych i ojcowskich (przeglad w Destouni i Vermeesch,
2017). By¢ moze zatem proces ten wymaga dtuzszego czasu w zygotach niz w komaérkach innego typu,

15



Anna Ajduk
Zatacznik 2. Autoreferat w jezyku polskim

w zwigzku z czym cykliny A2 i B1 sg potrzebne przez dtuzszy czas. Kluczowe znaczenie pierwszej
zarodkowej fazy M dla pdiniejszego rozwoju zarodka znalazto swoje odzwierciedlenie w
morfokinetycznych protokotach ewaluacji jakosci zarodkdw. Aberracje w czasie jej trwania lub w jej
przebiegu sg parametrami silnie rdznicujgcym zarodki o réznych zdolnosciach rozwojowych (pkt. 4
osiggniecia habilitacyjnego, Meseguer i wsp., 2011; Rubio i wsp., 2012; Athayde Wirka i wsp., 2014;
Liu i wsp., 2014; Vera-Rodriguez i wsp., 2015; Yang i wsp., 2015; przeglad w Milewski i Ajduk, 2017).

3. Regulacja geometrii podziatéw w zarodku 8-komdérkowym myszy i jej zwigzek z réznicowaniem
komérek zarodkowych

Praca oryginalna: Ajduk A, Biswas Shivhare S, Zernicka-Goetz M. (2014) The basal position of
nuclei is one pre-requisite for asymmetric cell divisions in the early mouse embryo. Developmental
Biology 392: 133-140.

Praca przegladowa: Ajduk A, Zernicka-Goetz M. (2016) Polarity and cell division orientation in the
cleavage embryo: from worm to human. Molecular Human Reproduction 22: 691-703.

Wstep. Jednym z kluczowych dla rozwoju zarodka myszy etapéw bruzdkowania jest podziat ze
stadium 8- do 16-komérkowego. To wéwczas dochodzi do segregacji komérek dwoch typow: (i)
komdrek zewnetrznych, tworzacych pdiniej trofektoderme blastocysty, oraz (ii) komodrek
wewnetrznych, budujgcych nastepnie wezet zarodkowy. Poczatkowo uwazano, Ze o rdzinych
wiasciwosciach komodrek tych dwdch typéw decyduje ich mikrosrodowisko, tzn. posiadanie (w
przypadku komdrek zewnetrznych) lub nie (w przypadku komérek wewnetrznych) kontaktu z
otoczeniem zarodka (hipoteza inside-outside, Tarkowski i Wréoblewska, 1967). Wedtug alternatywnego
modelu, los komodrek jest determinowany na skutek polaryzacji wzdtuz osi apikalno-bazalnej: komarki
zewnetrzne sg spolaryzowane (tzn. dziedzicza domene polarng uformowang w rejonie apikalnym
blastomeru), zas komérki wewnetrzne - apolarne (Johnson i Ziomek, 1981a, b). Obecnie przewaza
poglad, ze mikrosrodowisko komérki i polaryzacja wzajemnie od siebie zalezg (Cockburn i Rossant,
2010; Nance, 2014).

Polaryzacji wzdtuz osi apikalno-bazalnej ulegajg jako pierwsze blastomery zarodka 8-
komérkowego i zbiega sie ona w czasie z procesem kompakcji (przeglad w Nance, 2014). Polarnos¢
blastomeréw przejawia sie zarowno w cechach morfologicznych komédrek (np. tworzenie
mikrokosmkéw w rejonie apikalnym (Reeve i Ziomek, 1981)), jak i na poziomie molekularnym (np.
akumulacja w rejonie apikalnym biatek aPKC, PAR6, PAR3 (Plusa i wsp., 2005; Vinot i wsp., 2005) i
transkryptéw Cdx2 (Skamagki i wsp., 2013)). W okresie poprzedzajgcym opublikowanie naszych badan
(Ajduk et al., 2014) uwazano, ze w wiekszosci przypadkow podziaty w czasie przejscia ze stadium 8- do
16-komérkowego przebiegajg badZ to symetrycznie, tzn. w ptaszczyznie rdwnolegtej do apikalno-
bazalnej osi polaryzacji, prowadzgc do powstania dwdch polarnych komdrek zewnetrznych, badz
asymetrycznie, tzn. w pfaszczyznie prostopadtej od osi polaryzacji, prowadzac do powstania komorki
spolaryzowanej (zewnetrznej) i apolarnej (wewnetrznej) (Johnson i Ziomek, 1981a; Sutherland i wsp.,
1990). Znane tez byty biatka predestynujgce komarki do asymetrycznych lub symetrycznych podziatow:
wysoka ekspresja czynnika transkrypcyjnego CDX2, markera trofektodermy, sprzyja podziatom
symetrycznym, zas niska — podziatom asymetrycznym (Jedrusik i wsp., 2008). Z asymetrycznymi
podziatami koreluje tez ekspresja metylotransferazy CARM1, enzymu hamujgcego transkrypcje CDX2
(Parfitt i Zernicka-Goetz, 2010). Ekspresja CARM1 i CDX2 jest powigzana z ekspresjg markeréw
polaryzacji, takich jak aPKC lub PAR3: wysoka ekspresja CDX2 (niska ekspresja CARM1) zwieksza
akumulacje aPKC i PAR3 w apikalnej czesci blastomerdw (Jedrusik i wsp., 2008; Parfitt i Zernicka-Goetz,
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Rycina 8. Lokalizacja jader w blastomerach 8-komdérkowego zarodka myszy a ptaszczyzna podziatu z 8- na
16-komorek.

(A) Schemat podziatu jgder komadrkowych na potozone apikalnie i bazo-centralnie. (B) Procent blastomeréw
z jadrami potozonymi apikalnie i bazo-centralnie w zarodkach 8-komédrkowych przed i po kompakcji. (C)
Przyktadowe zarodki 8-komdérkowe utrwalone przed i po kompakcji; jadra komodrkowe zaznaczone
strzatkami; insert przedstawia zdjecie zarodka w S$wietle przechodzgcym. (D) Procent podziatéw
symetrycznych i asymetrycznych zaobserwowanych dla blastomerdéw z jadrami potozonymi apikalnie i bazo-
centralnie. (E) Wybrane zdjecia z nagrania poklatkowego pokazujgcego podziat 8-komdrkowego zarodka
eksprymujacego GAP43-RFP (znacznik btony komadrkowej) oraz histon H2B-GFP (znacznik chromatyny).

17



Anna Ajduk
Zatacznik 2. Autoreferat w jezyku polskim

2010). Jednak doktadny mechanizm regulujgcy orientacje podziatu w zarodkach ssakéw pozostawat w
duzej mierze nieznany.

Wyniki. Jednym z najbardziej uderzajgcych proceséw reorganizacji wewnetrznej struktury
blastomeru w czasie kompakcji (a zatem w czasie ustalania sie apikalno-bazalnej osi polaryzacji) jest
translokacja jader komdérkowych z rejonu kortykalnego ku centrum komarki (Reeve i Kelly, 1983; Ajduk
et al., 2014) (Rycina 8A-C). Aby zbadac biologiczne znaczenie tego przemieszczenia, zastosowaliSmy
technike mikroskopii konfokalnej potaczonej z filmowaniem poklatkowym i powigzalismy lokalizacje
jadra komérkowego (zwizualizowanego dzieki fluorescencyjnie wyznakowanemu histonowi H2B) w
blastomerze tuz przed podziatem z 8- na 16-komdrek z ptaszczyzng tego podziatu. Analiza filméw
wykazata, ze na 30 minut przed NEBD tylko 14% jgder byto wcigz zlokalizowanych w rejonie apikalnym
komarki, pozostate znajdowaty sie w czesci bazo-centralnej. Co wazne, wykazalismy, ze blastomery z
jadrami zlokalizowanymi apikalnie dzielity sie tylko symetrycznie, natomiast te z jagdrami w potozeniu
bazo-centralnym — zaréwno asymetrycznie (26%), jak i symetrycznie (74%) (Rycina 8D-E). Wynik ten
sugeruje, ze blastomery z jgdrami komdrkowymi, ktére pozostaty w potozeniu apikalnym, stanowig
rodzaj ,zelaznej rezerwy” dla podziatéw symetrycznych, tzn. tworzg pule komodrek, ktére na pewno
podzielg sie w ten sposdb, podczas gdy ptaszczyzna podziatu blastomerdw z jagdrami o potozeniu bazo-
centralnym jest zmienna i potencjalnie regulowana przez warunki mikrosrodowiska blastomeru.

Nastepnie zbadaliSmy mechanizm translokacji jader komdrkowych. Depolimeryzacja
mikrofilamentéw aktynowych nie wptyneta na przemieszczanie jgder. Natomiast doswiadczenia z
uzyciem inhibitora polimeryzacji mikrotubul wykazaty, ze za ruch jgder w kierunku bazo-centralnym
odpowiadajg mikrotubule: w zarodkach ze zdepolimeryzowanymi mikrotubulami znaczaco wiecej
jagder pozostato w rejonie apikalnym komérki, a srednia odlegto$¢ miedzy jadrem a apikalng czescig
btony komdrkowej byta krétsza niz w zarodkach kontrolnych. Eksperymenty, w ktérych za pomocg
przeciwciat blokowaliSmy w zarodkach aktywnosé¢ kinezyny, wykazaty, ze biatkiem motorycznym
zaangazowanym w transport jader ku czesci bazo-centralnej jest wtasnie kinezyna. Dyneina natomiast
okazata sie zwigzana z utrzymaniem jader w czesci apikalnej komérki (Rycina 9A). Oba te typy biatek
motorycznych mogg tgczyc sie z otoczka jgdrowa za posrednictwem kompleksu SUN-KASH (Crisp et al.,
2006; McGee i wsp., 2006; przeglad w Tapley i Starr, 2013) lub poprzez interakcje z komponentami
porow jadrowych (Cai i wsp., 2001; Padmakumar i wsp., 2005; Payne i wsp., 2003; Splinter i wsp.,
2010).

Ze wzgledu na wczesniejsze doniesienia dotyczgce wptywu poziomu ekspresji CDX2 na
ptaszczyzne podziatow blastomerdw (Jedrusik i wsp., 2008), postanowiliSmy tez sprawdzié, czy poziom
ten koreluje z lokalizacjg jgdra komdrkowego. Nadekspresja CDX2 w blastomerach zwiekszyta odsetek
jader komodrkowych, ktére przed podziatem z 8 na 16 komédrek pozostawaty w rejonie apikalnym
komoérki (37% vs. 14% w zarodkach kontrolnych), a komérki te dzielity sie symetrycznie. Analogicznie,
w zarodkach pozbawionych CDX2 odsetek jader w rejonie apikalnym ulegt zmniejszeniu (5% vs. 14% w
zarodkach kontrolnych). Poniewaz zwiekszona ekspresja CDX2 utatwia akumulacje kinazy aPKC w
rejonie szczytowym komorki (Jedrusik i wsp., 2008), postawilismy hipoteze, ze aPKC moze by¢
tacznikiem miedzy poziomem ekspresji CDX2 a lokalizacjg jagdra komérkowego. Rzeczywiscie, jedynie
7% blastomeréw eksprymujacych nieaktywng wersje aPKC (tzw. dominant negative aPKC, dn aPKC)
miato jadra komdrkowe zlokalizowane w czesci apikalnej (vs. 14% w kontroli). Co wiecej, podziaty
asymetryczne zdarzaty sie w blastomerach z dn aPKC dwukrotnie czesciej, niz w blastomerach
kontrolnych (44% vs. 22%) i w zdecydowanej wiekszosci (98%) przechodzity je blastomery, w ktérych
jadro komaérkowe byto zlokalizowane w rejonie bazo-centralnym (Rycina 9B-D).
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Rycina 9. Mechanizm przemieszczania sie jader w blastomerach zarodka 8-komoérkowego myszy.

(A) Procent blastomerdéw z jgdrami w potozeniu apikalnym i bazo-centralnym w zarodkach 8-komérkowych
kontrolnych, traktowanych nokodazolem (inhibitor polimeryzacji mikrotubul), cytochalazyng D (inhibitor
polimeryzacji filamentéw aktynowych), ortowanadianem (inhibitor dyneiny) oraz nastrzyknietych
przeciwciatem skierowanym przeciwko kinezynie lub kontrolnym przeciwciatem IgG. (B) Procent
blastomerdw z jgdrami w potozeniu apikalnym i bazo-centralnym w zarodkach 8-komérkowych kontrolnych,
z nadekspresjg CDX2 lub nieaktywnej formy aPKC (Cdx2 OE lub dn aPKC OE) lub bedacych knock-outami pod
wzgledem genu Cdx2 (Cdx2 KO). (C) i (D) Procent podziatdow symetrycznych i asymetrycznych dla blastomerdéw
z jgdrami potozonymi apikalnie (C) i bazo-centralnie (D) pochodzacych z 8-komodrkowych zarodkéow
kontrolnych, z nadekspresjg CDX2 lub nieaktywnej formy aPKC (Cdx2 OE lub dn aPKC OE) lub bedacych knock-
outami pod wzgledem genu Cdx2 (Cdx2 KO). (E) Model interakcji miedzy CDX2, aPKC, mikrotubulami,
dyneing i kinezyng, regulujgcych lokalizacje jadra komdrkowego w blastomerach 8-komdrkowego zarodka
myszy. Szczegoty w tekscie.
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Znaczenie wynikow. Nasze badania wskazujg, ze poziom ekspresji CDX2 i aPKC, wptywa,
poprzez cytoszkielet mikrotubularny, na lokalizacje jagder w 8-komdrkowym zarodku myszy, a w
konsekwencji na ptaszczyzne podziatu komadrki w czasie przejscia ze stadium 8- do 16-komdrkowego.
Im wyzsza ekspresja CDX2 w blastomerze, tym intensywniej aPKC akumuluje sie w rejonie apikalnym.
W komérkach C. elegans i Drosophila aPKC reguluje, wraz z biatkami G, aktywnos¢ dyneiny (Srinivasan
i wsp., 2003; NguyenNgoc i wsp., 2007; Park i Rose, 2008; przeglad w Suzukii Ohno, 2006; Neumuller
i Knoblich, 2009). A zatem w zarodkach myszy aPKC moze takze wzmacnia¢ oddziatywanie dyneiny z
miktotubulami i w rezultacie wspomagac utrzymanie jgder komérkowych w rejonie apikalnym,
zwiekszajgc czestos¢ podziatdéw symetrycznych. W innych typach komoérek ssaczych aPKC i dyneina
oddziatywujg na mikrotubule we wspodtpracy z podjednostkg Ga oraz biatkami LGN i NuMa, zatem
istnieje mozliwos¢, ze oddziatywania takie majg miejsce takze w blastomerach myszy (przeglad w:
Ajduk i Zernicka-Goetz, 2016). Z drugiej strony, gdy ekspresja CDX2 jest niska, jadro nie jest w sposdb
efektywny kotwiczone w rejonie apikalnym komorki i zostaje przetransportowane przez kinezyny w
kierunku bazo-centralnym. Blastomery z tak usytuowanym jadrem mogg ulega¢ podziatom
asymetrycznym i symetrycznym (Rycina 9E). Nasze wyniki nie ttumaczg niestety, dlaczego czes¢ z nich
dzieli sie w sposdb réownolegty do osi polaryzacji, a cze$¢ w sposdb prostopadty. Najprawdopodobniej,
inne czynniki, oprdcz pozycji jadra komdrkowego, regulujg ptaszczyzne podziatu. Ostatnie badania
wykazaty, ze rozdziat komdrek na wewnetrzne i zewnetrzne moze zaleze¢ nie tylko od ptaszczyzny
podziatu blastomeru, ale i od jego wtasciwosci biomechanicznych. Samarage i wsp. (2015) pokazali, ze
cytoszkielet aktyno-miozynowy jest w stanie wygenerowad napiecie na tyle silne, by doprowadzi¢ do
zaciesnienia obszaru apikalnego blastomeru i wciggniecia go do wnetrza zarodka.

Do polaryzacji blastomeréw, kluczowej dla rozwoju zarodka, dochodzi w okresie kompakgji.
Nie moze wiec dziwi¢, ze czas kompakcji jest jednym z istotnych parametréw morfokinetycznych
branych pod uwage w ocenie potencjatu rozwojowego zarodka (patrz pkt. 4 osiggniecia
habilitacyjnego, Motato i wsp., 2016, przeglad w Milewski i Ajduk, 2017). Dodatkowo, pojedyncze
blastomery zarodkéw w stadium 8-komdrkowym byty tradycyjnie wykorzystywane jako Zrédto
materiatu do przedimplantacyjnyej diagnostyki genetycznej (PGD/PGS) (Harton i wsp., 2011, Ajduk i
Zernicka-Goetz, 2013), gdyz, jak uwazano, zarodek moze zrekompensowac¢ w trakcie rozwoju ich
utrate. Rzeczywiscie, zarodki zarowno myszy, jak i cztowieka, wykazujg sie na tym stadium duzymi
zdolnosciami regulacyjnymi, jednak badania z ostatnich lat, w tym opisana tu nasza praca, wskazujg na
coraz wiecej réznic pomiedzy uwazanymi dotychczas za rGwnocenne blastomerami zarodka 8-, a nawet
4-komadrkowego (Piotrowska-Nitsche i Zernicka-Goetz, 2005; Piotrowska-Nitsche i wsp., 2005; Torres-
Padilla i wsp., 2007; Bischoff i wsp., 2008; Jedrusik i wsp., 2008; Plachta i wsp., 2011; Burton i wsp.
2013; Tabansky i wsp. 2013; Ajduk i wsp., 2014; Goolam i wsp., 2016). Zrdznicowanie to moze,
przynajmniej czesciowo, ttumaczy¢ dane pokazujgce, ze biopsja blastomeréw na stadium 8-
komérkowym negatywnie wptywa na rozwéj zarodka (np. De Vos i wsp., 2009; Goossens i wsp., 2008,
przeglad w Zacchini i wsp., 2017). Obecnie, w klinikach leczenia nieptodnosci coraz czesciej jako zrodto
materiatu do analiz genetycznych stosuje sie jednak komorki trofektodermy (Sermon i wsp., 2016).

4. Zwigzek miedzy ruchem cytoplazmy oraz tempem bruzdkowania a zdolnoscia zarodka do
poprawnego rozwoju przedimplantacyjnego

Praca oryginalna: Milewski R, Szpila M, Ajduk A. (2018) Dynamics of cytoplasm and cleavage
divisions correlates with preimplantation embryo development. Reproduction 155: 1-14

Wstep. Ostatnia z prac wchodzgcych w sktad mojego osiggniecia habilitacyjnego (Milewski et
al., 2018) niejako spina klamrg opisane powyzej badania, dotyczace ruchu cytoplazmy wywotanego
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zaptodnieniem oraz réznych aspektéw regulacji tempa i geometrii bruzdkowania. Celem tej czesci
moich badan byto opracowanie modelu statystycznego, ktéry pozwolitby powigza¢ parametry
opisujace dynamike cytoplazmy (mean basal speed, mean inter-peak interval, patrz pkt. 1 osiggniecia
habilitacyjnego) oraz parametry morfokinetyczne, zwigzane z tempem bruzdkowania, ze zdolnoscig
zarodkéw do rozwoju przedimplantacyjnego. Poszukiwanie nowych sposobdw oceny jakosci zarodkéw
jest preznie rozwijajgcg sie dziedzing biologii i medycyny reprodukcyjnej, poniewaz pozwala na
zwiekszenie efektywnosci procedur zaptodnienia in vitro, stosowanych zaréwno w leczeniu
nieptodnosci u ludzi, jak i w placéwkach zajmujacych sie rozrodem zwierzgt hodowlanych oraz rzadkich
i zagrozonych wyginieciem.

Analize morfokinetyczng stosuje sie w ocenie jakosci zarodkéw od kilku lat. Jej pojawienie sie
zwigzane bylo z rozwojem bezpiecznych metod obrazowania poklatkowego komodrek zwierzecych
(Bischoff i wsp., 2008; Nakahara i wsp., 2010; Pribenszky i wsp., 2010). W sktad parametréw
morfokinetycznych zalicza sie czasy podziatéw blastomerdw i gtéwnych proceséw morfologicznych,
takich jak kompakcja i kawitacja (tj. tworzenie sie jamy blastocysty), liczone od momentu zaptodnienia,
jak i wartosci takie jak dtugos¢ cyklu komdrkowego i synchronizacja podziatéw w kazdej rundzie
bruzdkowania. Dynamika podziatéw bruzdkowania odzwierciedla najprawdopodobniej jako$é
jadrowych i cytoplazmatycznych komponentéw zarodka (przeglad w Ajduk i Zernicka-Goetz, 2013 oraz
Milewski i Ajduk, 2017). Starajac sie zoptymalizowac algorytm oceny zarodkéw, potaczylismy analize
morfokinetyczng z analizg dynamiki cytoplazmy w Swiezo zaptodnionych oocytach, ktdra dostarcza
informacji o wzorze indukowanych przez plemnik oscylacji [Ca?*]; oraz o funkcjonalnosci cytoszkieletu
aktyno-miozynowego (Ajduk i wsp., 2011).

Wyniki. Schemat doswiadczalny wykorzystany w naszych badaniach wyglgdat nastepujaco.
Oocyty myszy byty zaptadniane in vitro i filmowane poklatkowo wkrdétce po zaptodnieniu w celu
uzyskania informacji na temat ruchu cytoplazmy. Nastepnie, zaptodnione oocyty byty przenoszone
indywidualnie do szalki hodowlanej, w ktérej kontynuowano ich obrazowanie przez 5 dni (zdjecia
wykonywano przy uzyciu mikroskopu z kamerg zamontowanego wewnatrz inkubatora przeznaczonego
do hodowli zarodkow). W celu potwierdzenia nieinwazyjnosci takiego schematu obrazowania
zarodkéw, pordwnalismy ich rozwdj z zarodkami kontrolnymi, niepoddawanymi obrazowaniu i
wykazaliSmy, ze w znaczacy sposéb nie uposledza ono rozwoju zarodka. Po 5 dniach zarodki
indywidualnie utrwalono i barwiono immunofluorescencyjnie w celu okreslenia catkowitej liczby
komdrek oraz odsetka komdrek tworzacych pierwsze linie zarodkowe — trofektoderme, epiblast i
pierwotng endoderme. Dodatkowo okreslalismy tez odsetek komodrek z pofragmentowang
chromatyng (najprawdopodobniej komarki apoptotyczne (Martelli i wsp., 2001; Vanden Berghe i wsp.,
2013)) (Rycina 10).

Potwierdzilimy, ze dynamika cytoplazmy odzwierciedla zdolno$¢ zarodkéw myszy do
tworzenia blastocysty. Zgodnie z oczekiwaniami (patrz pkt. 1 osiggniecia habilitacyjnego), zarodki,
ktore nie ulegly kawitacji, miaty znacznie nizszg warto$¢ mean basal speed niz te, ktére utworzyty
blastocysty i wykazywaty tendencje do generowania czestszych oscylacji [Ca?*)i (krétszy mean inter-
peak interval). Co wiecej, analiza regresji wykazata, ze wzrost mean basal speed o 1 nm/s lub
wydtuzenie mean inter-peak interval o 1 min zwieksza prawdopodobienstwo osiggniecia przez zarodek
stadium blastocysty odpowiednio o 30 i 15%. Nie zauwazyliSmy natomiast statystycznie istotnych
korelacji miedzy mean basal speed lub mean inter-peak interval a catkowitg liczbg komérek w 5-
dniowym zarodku myszy, odsetkiem komdrek apoptotycznych i odsetkami komdrek reprezentujacych
pierwsze zarodkowe linie komdrkowe. Analiza regresji wykazata jednak, ze mean basal speed i mean
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Rycina 10. Schemat taczonej analizy ruchu cytoplazmy i morfokinetyki zarodkéw myszy.
Szczegdty w tekscie.

inter-peak interval wyjasniajg pewien procent zmiennosci w catkowitej liczbie komorek zarodkowych,
w odsetku komdrek apoptotycznych i odsetku komodrek endodermy pierwotnej. Nie
zaobserwowalismy zwigzku miedzy parametrami ruchu cytoplazmy a odsetkiem komdrek
trofektodermy i epiblastu.

Nastepnie zanalizowalismy zaleznos¢ miedzy parametrami morfokinetycznymi a zdolnosciag
zarodkéw do rozwoju przedimplantacyjnego. Co ciekawe, parametrami morfokinetycznymi, ktére
kilkukrotnie przewijaty sie w naszej analizie i byty silnie powigzane z jakoscig zarodka, byty dtugosé
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pierwszej zarodkowej fazy M (parametr mi) oraz czas kompakcji (parametr tcomp). Zarodki, ktére nie
wytworzyty jamki, dzielity sie i ulegaty kompakcji wolniej niz te, ktdre osiggnety stadium blastocysty.
Pokazalismy, ze w zaleznosci od parametru, wydtuzenie o 1 godzine zmniejszyto prawdopodobienstwo,
ze zarodek osiggnie stadium blastocysty od 10% (dla czasu osiggniecia stadium 4 komorek, ts) do
prawie 100% (dla m,). Ponadto, wszystkie badane parametry morfokinetyczne korelowaty z catkowita
liczbg komoérek w 5-dniowym zarodku, a korelacja byta najsilniejsza (R <-0,5) dla czasdw osiggniecia
stadidw od 3- do 8-komorek (od t; do ts) i dla tcomp. POnownie, w zaleznosci od parametru, wydtuzenie
o 1 godzine zmniejszyto catkowitg liczbe komérek w réznym stopniu: od okoto 2 komoérek (dla czasu
kawitacji, tcavit) do prawie 55 komorek (dla m1). Czes¢ z parametréw morfokinetycznych korelowata z
odsetkiem komodrek apoptotycznych: im wolniejsze podziaty, tym wiecej byto takich komodrek.
Najsilniejszg korelacje zaobserwowalismy dla parametréw od t; do ts (R> 0,35). Wydtuzenie czasu
podziatéw o 1 godzine zwiekszato odsetek komérek apoptotycznych od 0,3 punktu procentowego (dla
czasu kawitacji, teavit) do 5,7 punktéw procentowych (dla czasu inicjacji fazy M w zygocie, tnesp). Co
ciekawe, kilka parametréw morfokinetycznych zwigzanych z pierwszymi trzema rundami podziatéw
bruzdkowania (do ts) korelowato ze zdolnoscig zarodka do tworzenia endodermy pierwotnej, chociaz
zwigzek ten byt stabszy niz dla catkowitej liczby komdrek zarodkowych lub dla odsetka komdrek
apoptotycznych. Najsilniejszg korelacje (R <-0,25) obserwowano dla tnesp, t2 i ponownie dla ts i ts.
Zwiekszenie wartosci tych parametrow o 1 godzine zmniejszato odsetek komodrek endodermy
pierwotnej od 0,3 (dla ts) do 1,0 (dla t2) punktu procentowego. Nie zaobserwowalismy korelacji miedzy
analizowanymi parametrami morfokinetycznymi, a odsetkiem komdrek trofektodermy i epiblastu.

Poniewaz, jak wykazaty nasze analizy, tylko niewielka liczba parametréw opisujgcych dynamike
cytoplazmy i parametréow morfokinetycznych byta wspdtzalezna, byliSmy w stanie potgczy¢ te dwa
zestawy parametréw i stworzy¢ statystyczny model oceniajgcy potencjat rozwojowy zarodka,
zdefiniowany jako catkowita liczba komérek po 5-dniowej hodowli in vitro (Rycina 11). Uwzglednit on
trzy parametry: (i) mean inter-peak interval (w formie liniowej i kwadratowej), (ii) ta i (iii) tcomp, i
wyjasniat 45% zmiennosci catkowitej liczby komdrek zarodka (R? = 0,451), czyli wiecej, niz kazdy z
parametréw z osobna. Wedtug naszego modelu, wydtuzenie parametréw ts lub tcomp 0 1 godzine (przy
niezmienionych wartosciach pozostatych dwéch parametréw) prowadzito do zmniejszenia catkowitej
liczby komérek zarodka odpowiednio o 1.70 i 1.84 komdrki. Z kolei wzrost mean inter-peak interval
(mii) o 1 min, przy niezmienionych wartosciach pozostatych dwdch parametrow, zwiekszat catkowitg
liczbe komadrek o 5.39-0.09(2mii + 1) komodrek. Oznacza to, ze wzrost mean inter-peak interval z 10 do
11 min prowadzi do wzrostu catkowitej liczby komérek o 3.5 komadrki. Gdy jednak mean inter-peak
interval wzrasta z 20 do 21 min, catkowita liczba komérek zwieksza sie tylko o 1.7 komérki, a gdy mean
inter-peak interval wzrasta z 40 do 41 min, catkowita liczba komdrek spada o 1.9 komérki. Nasz model
odzwierciedlat zatem dwie znane z wczesniejszych badan obserwacje: po pierwsze, wolniejsze podziaty
bruzdkowania i opdzniona kompakcja wskazujg na nizszy potencjat rozwojowy zarodka; po drugie,
istnieje zakres czestosci oscylacji [Ca®*]; (czyli i dtugosci mean inter-peak interval) optymalny dla
rozwoju zarodka: zbyt czeste i zbyt rzadkie wyrzutu Ca?* negatywnie wptywaja na jego jakosé.

Znaczenie wynikow. Nasze analizy wykazaty, ze zaréwno parametry cytoplazmatyczne, jak i
morfokinetyczne, a takze ich kombinacja, mogg stuzy¢ jako wskazniki zdolnosci rozwojowych zarodka.
Nalezy jednak pamieta¢, ze parametry te nie musza by¢ bezposrednio powigzane z jakoscig zarodka, a
raczej odzwierciedlajg jedynie jego pewne wiasciwosci, ktére sg dla niej kluczowe. | tak, jak
wspomniano juz wczesniej, analiza ruchdw cytoplazmatycznych dostarcza danych zwigzanych z
jakoscig komorki jajowej: funkcjonalnoscig jej cytoszkieletu i maszynerii komdrkowej zaangazowane;j
w generowanie oscylacji [Ca®*]i w odpowiedzi na zaptodnienie (patrz pkt. 1 opisu osiggniecia
habilitacyjnego). Analiza morfokinetyczna z kolei dotyczy gtéwnie tempa podziatéw bruzdkowania
oraz kompakcji i kawitacji, ktore to najprawdopodobniej odzwierciedla jako$s¢ komponentu
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Rycina 11. Model wigzacy parametry
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8 2 zarodku myszy (0$Y).
3 0
0 . 20 . 40 ) 60 cytoplazmatycznego i jadrowego
Mean inter-peak interval (min) . X X
K / zarodka (przeglad w Ajduk i Zernicka-
Goetz, 2013 i Milewski i Ajduk, 2017).
8/140 sredni t.n, (57.72 h) \ Opdznione podziaty moga by¢ oznaka
%‘ 120 probleméw z cytoszkieletem lub
% > 00 /,/_'"}\\ metabolizmem energetycznym
2 éso //ﬁ\\\ komorki, ‘a takze éwiadczyc’n o
32, %// \\\kti teomp uszkodzeniach DNA I'ub aberracjach
g9 // N chromosomowych, ktére aktywowaty
S R4 7 jeden z punktéw kontrolnych cyklu
-t'; 20 komodrkowego. Co ciekawe, niedawne
- 0 0 2 20 60 badania na zarodkach myszy wykazaty,
Mean inter-peak interval (min) ze stan aneuploidii nie wydtuza
\ / zZnaczyco cyklu komarkowego,
przynajmniej w stadiach od 8 do 128
/ $redni teom, + 1 SD (63.96 h)\ komérek (Bolton i wsp., 2016; Vazquez-
E 140 Diez i wsp., 2016). W ludzkich
3 120 zarodkach w stadium od 1 do 8
S & 100 7’_"1""..\-\ komorek aneuploidia zmieniata jednak
L; £ 80 Ag’l'—:\;&\ czasy podziatow bruzdkowania (Chavez
E% 60 ///// \\QK‘Q i wsp., 2012; Vera-Rodriguez i wsp.,
£ % 40 / 2015), wskazujac, ze mogg wystepowac
E 20 roznice w sposobie, w jaki ploidia
g 0 wptywa na tempo  podziatéw
0 20 40 60 komadrkowych zalezne od gatunku i/lub
\ Meaninter—peakfnterval(miny stadium rozwojowego. Nasze wyniki

pokazujg, ze czasy podziatu drugiej i

Srednit,—1SD (32.36h iai i
Srednit, ( ) trzeciej rundy bruzdkowania s3

$rednit,—0.55SD (36.01 h)

érednit, (39.65 h) najlepszymi  wskaznikami potencjatu
— 4 (39.

érednit, + 0.5 SD (43.30 h) rozwojowego zarodka. Rzeczywiscie, s3
= $rednit, + 1 SD (46.94 h) one czesto stosowane w algorytmach

oceny jakosci zarodkéw ludzkich i
zwierzecych (Wong i wsp., 2010; Cruz i wsp. 2012; Conaghan i wsp., 2013; VerMilyea i wsp., 2014;
Cetinkaya i wsp., 2015; Milewski i wsp., 2015; Motato i wsp., 2016; Weinerman i wsp. 2016; przeglad
w Milewski i Ajduk, 2017). Wydaje sie to logiczne, poniewaz nieprawidtowosci wystepujgce we
wczesnych etapach rozwoju zarodkowego sg dziedziczone przez wiekszg liczbe potomnych komoérek i
w konsekwencji mogg silniej wptywad na zywotnosc zarodka. Szczegdlnie interesujgcym parametrem
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jest tez czas kompakcji, poniewaz kompakcja obejmuje reorganizacje cytoszkieletu i formowanie
nowych miedzykomadrkowych potaczen miedzy blastomerami, ale nie zalezy bezposrednio od progresji
cyklu komoérkowego (Kojima i wsp., 2014). Poniewaz cytoszkielet czesto ulega uszkodzeniu podczas
mrozenia zarodkdow i oocytow (Saunders i wsp., 1999; Hosu i wsp., 2008; Luciano i wsp., 2009; Dalcin i
wsp., 2013; Hendriks i wsp., 2015; Kulikova i wsp., 2016), czas kompakcji moze by¢ szczegdlnie
przydatnym parametrem w sytuacji, gdy stosowano procedure krioprezerwacji.

Co ciekawe, nasza analiza wskazuje, ze istnieje istotna réznica miedzy morfokinetyka zarodkdéw
myszy i cztowieka. U myszy parametry morfokinetyczne majg tendencje do monotonicznosci, to znaczy
jednokierunkowa zmiana ich wartosci (na przyktad wzrost) prowadzi do jednokierunkowej zmiany
wartosci zaleznej. Przeciwnie, u ludzi wiele parametrow morfokinetycznych jest niemonotonicznych,
np. zaréwno zbyt szybkie, jak i zbyt wolne podziaty bruzdkowania wskazujg na niska jakos¢ zarodka, a
zatem wydtuzenie czaséw bruzdkowania najpierw wigze sie ze zwiekszeniem jakosci zarodka, a
nastepnie, po osiggnieciu wartosci granicznej, z jej obnizeniem (np. Meseguer i wsp., 2011; Milewski i
wsp., 2015, 2016a, b; Motato i wsp., 2016; przeglad w Milewski i Ajduk, 2017). Ta rozbieznos¢ jest
prawdopodobnie spowodowana faktem, ze w odrdznieniu od zarodkéw ludzkich, w zarodkach myszy
nie obserwuje sie tzw. bruzdkowania bezposredniego (z ang. direct cleavage), czyli podziatu na 3 lub
wiecej komdrek potomnych w czasie krotszym niz 5 godzin, negatywnie wptywajgcego na zywotnosc
zarodkéw (Rubio i wsp., 2012; Campbell i Fishel, 2015).

Na koniec nalezy mocno zaznaczyé, ze nasze analizy, w tym wieloczynnikowy model, ktéry
stworzyliémy, majg jedynie charakter korelatywny. Aby mogty by¢ zastosowane w praktyce, medycznej
lub weterynaryjnej, nalezatoby, poza potwierdzeniem ich przydatnosci dla gatunkéw innych niz mysz,
opracowac na ich podstawie model predykcyjny i przeprowadzi¢ jego walidacje.

Podsumowujac, analiza dynamiki rozwoju przedimplantacyjnego zarodkdow ssakow, poczgwszy
od ruchu cytoplazmy w zaptodnionych oocytach, po tempo i geometrie podziatéw bruzdkowania, oraz
czas kompakgcji i kawitacji, dostarcza wielu informacji istotnych zaréwno z punktu widzenia badan
podstawowych, jak i potencjalnych zastosowan praktycznych w medycynie i weterynarii. Technika
mikroskopowego obrazowania poklatkowego stata sie obecnie nieodzownym narzedziem w tego typu
badaniach, a dalszy rozwdj technologii optycznych, obserwowany w ostatnich latach, wrdzy kolejne
odkrycia w tej dziedzinie biologii. Im lepiej poznamy molekularne i komdrkowe mechanizmy regulujgce
wczesny rozwadj zarodka, tym bardziej Swiadomie i odpowiedzialnie mozemy optymalizowaé procedury
wspomaganego rozrodu i udoskonalaé diagnostyke i terapie nieptodnosci.

5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

1. Rozwdj w dojrzewajacych oocytach myszy zdolnosci do odpowiedzi na zaptodnienie

Praca oryginalna: Ajduk A, Maleszewski M. (2004) Sperm-derived activating ability does not
persist in mouse oocytes inseminated during in vitro maturation. Molecular Reproduction and
Development 68: 240-249. — OPARTA NA WYNIKACH PRACY MAGISTERSKIEJ

Praca oryginalna: Jedrusik A, Ajduk A, Pomorski P, Maleszewski M (2007) Mouse oocytes fertilised
by ICSI during in vitro maturation retain the ability to be activated after refertilisation in
metaphase Il and can generate Ca?* oscillations. BMC Developmental Biology 7: 72. (Al and AA
equally participated in the work) — OPARTA NA WYNIKACH PRACY DOKTORSKIEJ

Praca oryginalna: Ajduk A, Ciemerych MA, Nixon V, Swann K, Maleszewski M. (2008a) Fertilization
differently affects the levels of cyclin B1 and M-phase promoting factor activity in maturing and
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metaphase || mouse oocytes. Reproduction 136: 741-752. — OPARTA NA WYNIKACH PRACY
DOKTORSKIEJ

Praca oryginalna: Archacka K, Ajduk A, Pomorski P, Szczepanska K, Maleszewski M, Ciemerych
MA. (2008) Defective calcium release during in vitro fertilization of maturing oocytes of LT/Sv
mice. International Journal of Developmental Biology 52: 903-912.

Praca przegladowa: Ajduk A, Matagocki A, Maleszewski M. (2008b) Cytoplasmic maturation of
mammalian oocytes: development of a mechanism responsible for sperm-induced Ca?*
oscillations. Reproductive Biology 8: 3-22.

Od poczatku swojej dziatalnosci badawczej zajmowatam sie biologig rozwoju i rozrodu ssakéw.
W czasie studidw magisterskich i doktoranckich prowadzitam badania nad sposobem, w jaki oocyty
myszy nabywajg w czasie dojrzewania (czyli w okresie miedzy zakoriczeniem profazy pierwszego
podziatu mejotycznego a osiggnieciem stadium metafazy drugiego podziatu mejotycznego) zdolnosci
do odpowiedniej reakcji na zaptodnienie (przeglad w Ajduk i wsp., 2008b). Szczegdlnie interesowato
mnie tworzenie sie w dojrzewajgcych oocytach mechanizmu pozwalajgcego oocytowi generowaé w
odpowiedzi na plemnik dtugotrwate oscylacje cytoplazmatycznego stezenia wolnych jonéw Ca%
([Ca®])). Wskazaliémy, ze jeéli oocyt zostanie zaptodniony w czasie dojrzewania mejotycznego, to
zaptodnienie to wywota jedynie krétkie oscylacje [Ca?*];, ktdre nie prowadzg do degradacji cykliny B1.
Jedynie polispermiczne zaptodnienie oocytdw dojrzewajacych przektadato sie na przejsciowe
obnizenie aktywnosci kompleksu MPF (z ang. M-phase promoting factor), ktore jednak nie byto
zwigzane z oscylacjami [Ca®*];, a raczej z inaktywujacg defosforylacjg kinazy CDK1, sktadowej MPF
(Ajduk i wsp., 2008a). Co wiecej, pokazalisSmy, ze plemnikowy czynnik odpowiedzialny za indukcje
oscylacji [Ca?*]i i aktywacje oocytu zostaje w ciggu dojrzewania oocytu unieczynniony (Ajduk i
Maleszewski, 2004). Dodatkowo, nasze badania udowodnity, ze zaptodnienie w czasie dojrzewania
mejotycznego zmniejsza zdolno$é oocytéw do generowania oscylacji [Ca®]i przy ponownym
zaptodnieniu w metafazie drugiego podziatu mejotycznego: powstate za drugim razem oscylacje [Ca®];
trwajg krécej i majg mniej wyrzutéw Ca®* niz w oocytach kontrolnych, niezaptodnionych w czasie
dojrzewania. Nawet te skrécone oscylacje [Ca%*']; byly jednak wystarczajace, by doprowadzi¢ do
aktywacji oocytéw i wytworzenia w nich przedjadrzy (Jedrusik i wsp., 2007). W czasie doktoratu
uczestniczytam tez w badaniach nad zaktéceniami dojrzewania mejotycznego obserwowanymi w
oocytach myszy LT/Sv. Oocyty tego szczepu myszy czesto ulegajg spontanicznej aktywacji
partenogenetycznej, gdy s3 wcigz w stadium metafazy pierwszego podziatu mejotycznego, co moze
prowadzi¢ do rozwoju teratom jajnika. Wykazalismy, ze w oocytach LT/Sv zdolno$¢ do aktywacji w
odpowiedzi na plemnik wyksztatca sie wolniej niz w oocytach typu dzikiego. Co wiecej, nawet po
wydtuzonej hodowli in vitro nie dochodzi w nich w wiekszosci przypadkéw do powstania dtugotrwatych
oscylacji [Ca?*]; (Archacka i wsp., 2008).

2. Optymalizacja technik zaptodnienia in vitro i transgenezy

Praca oryginalna: Ajduk A, Yamauchi Y, Ward MA. (2006) Sperm chromatin remodeling after
intracytoplasmic sperm injection differs from that of in vitro fertilization. Biology of Reproduction
75: 442-451.

Praca oryginalna: YamauchiY, Ajduk A, Riel JM, Ward MA. (2007a) Ejaculated and epididymal
mouse spermatozoa are different in their susceptibility to nuclease-dependent DNA damage and in
their nuclease activity. Biology of Reproduction 77: 636-647.

Praca oryginalna: Yamauchi Y, Doe B, Ajduk A, Ward MA. (2007b) Genomic DNA damage in mouse
transgenesis. Biology of Reproduction 77: 803-812.
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W czasie studidw doktoranckich podjetam takze wspodtprace z grupg prof. Moniki Ward z
Institute for Biogenesis Research, University of Hawaii, ktéra zaowocowata serig prac dotyczacych
optymalizacji technik sztucznego zaptodnienia i transgenezy. Wykazalismy, ze chromatyna plemnika
ulega przebudowie w réznym tempie, w zaleznosci od sposobu, w ktéry przeprowadzone zostato
zaptodnienie: w przypadku docytoplazmatycznej iniekcji plemnika (technika ICSI, z ang.
intracytoplasmic sperm injection) przebudowa chromatyny byta bardziej asynchroniczna niz w
przypadku zaptodnienia in vitro poprzez koinkubacje gamet. Kapacytacja plemnikéw przed ICSI, w
przeciwienstwie do sztucznie indukowanej reakcji akrosomowej, wzmagata te asynchronie i
dodatkowo opdzniata wytworzenie przedjadrzy i inicjacje replikacji DNA w zygocie (Ajduk i wsp., 2006).
Dodatkowo, nasze doswiadczenia pokazaty, ze plemniki izolowane z najgdrzy myszy rdznig sie od
plemnikéw ejakulowanych podatnoscig na uszkodzenia DNA w czasie mrozenia, co wynika z réznej
aktywnosci nukleaz, zaréwno tych zwigzanych z plemnikami, jak i z frakcjg bezkomdrkowga nasienia
(Yamauchi i wsp., 2007a). WykazaliSmy réwniez, ze uzyskiwanie zarodkow transgenicznych metodg
polegajacg na wstrzykiwaniu egzogennego DNA do przedjadrzy zygot prowadzi do znaczacych
uszkodzenn genomowego DNA i ze technika wprowadzania egzogennego DNA do oocytu za
posrednictwem ICSI moze by¢ tu dobrg alternatywa. Tzw. ICSI-mediated transgenesis prowadzi
bowiem do mniejszych uszkodzern genomowego DNA oraz rzadziej skutkuje zatrzymaniem rozwoju
zarodkowego (Yamauchi i wsp., 2007b).

3. Obrazowanie przyzyciowe zarodkéw jako metoda oceny ich potencjatu rozwojowego

Praca oryginalna: Karnowski K, Ajduk A, Wieloch B, Tamborski S, Krawiec K, Wojtkowski M,
Szkulmowski M. (2017) Optical coherence microscopy as a novel, non-invasive method for the 4D
live imaging of early mammalian embryos. Scientific Reports 7: 4165. (AA and MS are
corresponding authors)

Praca przegladowa: Milewski R, Ajduk A. (2017) Time-lapse imaging of cleavage divisions in
embryo quality assessment. Reproduction 154: R37-R53. (Review; AA and RM equally participated
in the work and are corresponding authors)

Po uzyskaniu stopnia doktora odbytam 3-letni staz w grupie prof. Magdaleny Zernickiej-Goetz
w Gurdon Institute, University of Cambridge. Badania wykonane w catosci lub czesciowo w czasie tego
stazu stanowig gtéwna cze$¢ mojego osiggniecia habilitacyjnego. (Wyjatkiem sg tu wyniki opisane w
pracy Milewski i wsp., 2018, lecz i one stanowig kontynuacje tematyki zapoczatkowanej przeze mnie
w czasie stazu.) Jak juz zostato wspomniane w opisie osiggniecia habilitacyjnego, techniki przyzyciowej
wizualizacji komérek zwierzecych stanowig cenne zrédto zmiennych, ktére mogg by¢ wykorzystane do
tworzenia modeli statystycznych przewidujgcych potencjat rozwojowy zarodkéw (przeglad w Milewski
i Ajduk, 2017). Po powrocie do Polski, oprécz kontynuacji badan z zastosowaniem tradycyjnych technik
obrazowania (patrz pkt. 4 osiggniecia habilitacyjnego), podjetam tez wspdtprace z grupami prof.
Macieja Wojtkowskiego z Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu oraz prof. Krzysztofa Krawca z
Politechniki Poznanskiej, ktdrej celem byto opracowanie nowej, nieinwazyjnej metody obrazowania
oocytow i zarodkow ssakow, opartej na optycznej mikroskopii koherencyjnej (OCM, z ang. optical
coherence microscopy). Pokazaliémy, ze OCM S$wietnie nadaje sie do obrazowania komdrek
nieutrwalonych i nieznakowanych fluorescencyjnie. Aby unikng¢ typowego dla OCM szumu
optycznego i uzyskac wysokiej jakosci wizualizacje wnetrza komaorek (jagdra komdrkowego z jgderkiem,
wrzeciona podziatowego, sieci retikulum endoplazmatycznego i mitochondridw) wykorzystaliSmy ruch
cytoplazmy oraz specjalnie zoptymalizowane protokoty skanowania i analizy obrazu. Dodatkowo,
wykazalismy, ze OCM mozna tez stosowal¢ do poklatkowego filmowania oocytéw/zarodkéow
(Karnowski i wsp., 2017). Poniewaz wiele z parametrow komdrkowych, ktére mozna zanalizowaé za
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pomocg OCM jest uznawana za wskazniki potencjatu rozwojowego zarodkéw, mamy nadzieje, ze
technika ta znajdzie tez zastosowanie w praktyce medycznej i weterynaryjnej — obecnie kontynuujemy
badania nad jej potencjalnymi zastosowaniami.

Dodatkowo, w ostatnich latach zajmowatam sie tez badaniem wptywu starzenia
poowulacyjnego (zwigzanego z czasem miedzy owulacjg a zaptodnieniem) i matczynego (zwigzanego z
wiekiem samicy) na potencjat rozwojowy oocytow ssakow. Badania te staty sie podstawg pracy
doktorskiej, kilku prac licencjackich i magisterskich, a takze licznych doniesiel konferencyjnych. W
oparciu o uzyskane wyniki przygotowywane sg obecnie publikacje.
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