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4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 z dnia 14 marca 2003 r.
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 ze zm.).

a) tytut osiaggniecia naukowego:

»MECHANIZMY REGULACYJNE W PRZEDIMPLANTACYJNYM ZARODKU MYSZY”

b) Spis publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego
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(IF 2010 4,094; 5yearlF 4,420; pkt MNiSW 32, liczba cytowan: 34)

2. Krupa M., Mazur E., Szczepanska K., Filimonow K., Maleszewski M., Suwinska A.
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and 16->32-cells). Developmental Biology 385(1): 136-148

(IF 2014 3,547; 5yearlF 3,761; pkt MNiSW 35, liczba cytowan: 27)

3. Humiecka M., Krupa M., Guzewska M.M., Maleszewski M., Suwinska A. (2016). ESCs
injected into the 8-cell stage mouse embryo modify pattern of cleavage and cell
lineage specification. Mechanisms of Development 141: 40-50

(IF 2016 1,333; 5yearlF 1,766; pkt MNiSW 15, liczba cytowan: 3)

4. Wigger M., Kisielewska K., Filimonow K., Plusa B., Maleszewski M., Suwinska A.
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activity of FGF/MAPK pathway. Scientific Reports 7(1): 15136

(IF 2017 4,122; 5yearlF 4,609; pkt MNiSW 40, liczba cytowan: 2)

taczny IF publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego: 13,096; punkty MNiSW:
122, liczba cytowan: 66



Aneta Suwinska
Zatgcznik 2 [Autoreferat w jezyku polskim]

c) Omdwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz

z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie:

Przedimplantacyjny okres rozwoju zarodkowego myszy trwa od momentu
zaptodnienia oocytu przez plemnik az do implantacji zarodka w macicy (Ryc. 1). Dzielgca sie
zygota przechodzi kolejne podziaty, zwane bruzdkowaniem. Powstajagce w ich wyniku
komorki czyli blastomery, wyjsciowo totipotencjalne, stopniowo réznicujg sie i tworzg linie
komodrkowe, z ktérych w dalszym rozwoju powstang wszystkie tkanki zarodka i struktury
pozazarodkowe, podtrzymujgce jego rozwdj w macicy. Zagadnienie utraty przez komorki
totipotencji, czyli zdolnosci do wielokierunkowego rdéznicowania, byto badane w
publikacjach nr 1 i 4 wchodzacych w sktad mojego osiggniecia habilitacyjnego. W pierwszej
kolejnosci dochodzi do réznicowania zewnetrznych komérek zarodka w trofektoderme (TE;
ang. trophectoderm), a wewnetrznych w wezet zarodkowy (ICM; ang. inner cell mass)
(Tarkowski i Wréblewska, 1967; Johnson i Ziomek, 1981; przeglad w: White i wsp., 2018).
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Ryc. 1. Schemat rozwoju przedimplantacyjnego zarodka myszy (wg Saiz i Plusa, 2013).

Il ck — Il ciatko kierunkowe; op — ostonka przejrzysta; kom. - komdrkowy. Skala czasu przedstawia rozwdj od
zaptodnienia do implantacji w dniach rozwoju (E; ang. embryonic day). Skala: 20 um.
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W ten sposdb powstaje blastocysta, czyli pecherzyk wypetniony ptynem, sktadajacy sie z
dwéch pierwszych linii komoérkowych wykazujgcych odmienng morfologie i przeznaczenie
(przeglad w: White i wsp., 2018). Regulacja wzoru oraz czestosci podziatéw, jakim podlegaja
komorki zarodka (podziaty symetryczne vs asymetryczne), a takze ich wptyw na specyfikacje
TE i ICM byty przedmiotem moich badan opisanych w pracach nr 2 i 3 sktadajacych sie na
moje osiggniecie habilitacyjne.

Tuz przed zagniezdzeniem sie blastocysty w macicy komérki ICM podejmujg kolejng
decyzje odnosnie swojego losu, tworzgc dwie subpopulacje komdrek: pierwotng endoderme
(PE; ang. primitive endoderm), ktora stanowi pojedynczg warstwe komorek na powierzchni
wezta zarodkowego oraz epiblast (EPI), zlokalizowany w jego wnetrzu (Ryc. 2; przeglad w:
Bassalert i wsp., 2018). Na etapie blastocysty linie komérkowe identyfikowane sg na
podstawie obecnosci charakterystycznych dla nich biatek. Dla TE, ktéra po implantacji
wytworzy zarodkowa czes$é tozyska, jest to CDX2 (ang. caudal type homeobox 2; Beck i wsp.,
1995; Strumpf i wsp., 2005), dla epiblastu stanowigcego materiat na ciato zarodka i wiekszo$é
bton ptodowych — NANOG (Mitsui i wsp., 2003), a dla pierwotnej endodermy tworzacej
nastepnie po implantacji endoderme btony ptodowej - pecherzyka zéttkowego markerami sg
biatka z rodziny Gata - GATA4 i 6 (ang. GATA binding protein; Morrisey i wsp., 1998;
Koutsourakis i wsp., 1999) (Ryc. 2).
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Ryc. 2. Linie komdérkowe w przedimplantacyjnym zarodku myszy oraz tkanki wywodzqce sie z nich po
implantacji.

W czasie rozwoju przedimplantacyjnego zapadajq dwie decyzje dotyczqce roZznicowania komdrek, prowadzgce
do powstania trzech linii komorkowych. W wyniku pierwszej tury rdznicowania (okoto 3,5. dnia rozwoju)
formujq sie TE i ICM. Okoto 4,5. dnia rozwoju w efekcie drugiej decyzji w obrebie wezta zarodkowego obecne sq
juz warstwy EPI i PE. Komdrki kazdej z linii charakteryzujq sie ekspresjq specyficznych czynnikéw
transkrypcyjnych, takich jak CDX2, NANOG i SOX2 oraz GATA4/6 i SOX17, odpowiednio dla TE, EPI i PE. Po
implantacji tkanki pozazarodkowe — TE i PE — utworzq odpowiednio zarodkowq czes¢ tozyska i endoderme
pecherzyka zottkowego. Z kolei z epiblastu powstanie gftdwnie ciato pfodu oraz wiekszos¢ bfon pfodowych.
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Proces formowania blastocysty gotowej do implantacji w $cianie macicy mozna
podzieli¢ na trzy fazy (Ryc. 3; Frankenberg i wsp., 2011). W stadium wczesnej, okoto 32-
komodrkowej blastocysty markery EPl i PE — NANOG i GATA6 — wspotwystepujg w komorkach
wezta zarodkowego. Nastepnie w wyniku ich antagonistycznego dziatania w czesci komadrek
ustala sie ekspresja markerow EPI, a w czesci markeréw PE. W ten sposdb powstajg
prekursory obu tych linii, eksprymujgce specyficzne tylko dla nich markery, ktére w stadium
Sredniej 64-komdrkowej blastocysty sg wymieszane, a nastepnie tuz przed implantacja
sortujg do odrebnych warstw w ten sposdb, ze PE znajduje sie na powierzchni epiblastu (Ryc.
3; Chazaud i wsp., 2006; Plusa i wsp., 2008; Meilhac i wsp., 2009).
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Ryc. 3. Ekspresja czynnikow transkrypcyjnych specyficznych dla TE, EPI i PE podczas rozwoju blastocysty
myszy.

W stadium wczesnej blastocysty (32-64 kom.) obserwowana jest jednoczesna lokalizacja biatek specyficznych
dla PE i EPI. Ekspresja CDX2 zostaje juz ograniczona wytqcznie do blastomerdw zewnetrznych, gdzie odpowiada
za hamowanie ekspresji markeréw ICM. W dalszym etapie rozwoju (64-100 kom.) lokalizacja poszczegéinych
biatek zaczyna sie wzajemnie wykluczac. Komorki prekursorowe EPI i PE rozmieszczone w ICM wedtug wzoru
,SOl i pieprz” segregujg nastepnie do odpowiednich warstw, ktére w pdZnej blastocyscie sq juz odrebne
morfologicznie.

Nie jest jasne w jaki sposdb dochodzi do ustalenia sie takiego mozaikowego wzoru
ekspresji. Wiadomo, ze w proces ten zaangazowana jest Sciezka sygnatowa FGF4 (ang.
fibroblast growth factor/kinazy MAP (mitogen-activated protein kinase) (Ryc. 4; Kang i wsp.,
2013; Krawchuk i wsp., 2013). Transdukcja sygnatu tej sciezki w komoérce jest inicjowana
przez ligand — czynnik wzrostu fibroblastéw FGF4, ktéry taczy sie ze swoim receptorem
powierzchniowym i uruchamia szlak MAP kinazy (Kang i wsp., 2017; Molotkov i wsp., 2017).
Aktywacja tej Sciezki indukuje ekspresje czynnika transkrypcyjnego specyficznego dla PE -
GATASG, i hamuje ekspresje czynnika transkrypcyjnego charakterystycznego dla EPI - NANOG.
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Komorki eksprymujgce receptor dla FGF beda réznicowaty w kierunku PE. Z kolei komérki,
ktére syntetyzujg i wydzielajg FGF4 stang sie prekursorami EPI. Zrédto heterogennosci
komorek wezta zarodkowego oraz mechanizm ich interakcji prowadzacy do segregacji
komoérek prekursorowych PE i EPI do docelowych warstw w ICM stanowig przedmiot badan
opisanych w publikacji nr 2 wchodzacej w sktad mojego osiagniecia habilitacyjnego.

srednia blastocysta
64-100-kom.

Ryc. 4. Udziat sciezki FGF4/MAPK w powstawaniu linii komdérkowych EPI i PE (na podstawie Chazaud i wsp.,
2006).

FGF4 wydzielany przez komdrki prekursorowe EPI tgczy sie z receptorami FGFR1 i FGFR2 na powierzchni
komdrek prekursorowych PE, co wywotuje aktywacje szlaku FGF/MAPK. W efekcie pobudzenia tej sciezki
komorki réznicujq ostatecznie w kierunku PE wskutek zwiekszenia ekspresji gendw kodujgcych biatka GATA,
ktore nastepnie hamujq transkrypcje NANOG. W komdrkach prekursorowych EPI sciezka FGF/MAPK nie ulega
aktywacji, dzieki czemu mozliwa jest ekspresja genu NANOG, a komdrki takie formujq ostatecznie EPI.

W trakcie rozwoju zarodkowego myszy komodrki podejmujg wiec kolejne decyzje
odnosnie swojego losu, w wyniku ktdorych stopniowo tracg swe potencje rozwojowe
(zdolnos$¢ do wielokierunkowego réznicowania w TE, EPI i PE) i ulegajg specjalizacji. Jednak w
przeciwienstwie do wiekszosci kregowcéw, zarodek myszy przez stosunkowo diugi okres
zachowuje zdolnosci regulacyjne. Oznacza to, ze charakteryzuje go niezwykta plastycznos,
przejawiajagca sie umiejetnoscia adaptacji, czyli zmiany losu w odpowiedzi na
eksperymentalne zaburzenie jego rozwoju. Dos$wiadczenia Profesora Tarkowskiego,
prowadzone na przetomie lat 50. i 60. ubiegtego wieku pokazaty, ze zaréwno usuniecie czesci
komoérek z zarodka (Tarkowski, 1959), jak i zwiekszenie ich liczby poprzez zespolenie ze sobg
dwéch kilkukomérkowych zarodkéw (Tarkowski, 1961) prowadzi do powstania prawidtowej
blastocysty, ktdra po transplantacji do drég rodnych samicy biorczyni moze rozwingc¢ sie w
normalnego osobnika. Zdolnosci regulacyjne zarodkdw myszy oraz mechanizmy lezace u ich
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podstaw (patrz prace nr 1 i 4 osiggniecia habilitacyjnego) byty obiektem moich naukowych
zainteresowan po uzyskaniu stopnia doktora. W prezentowanym przeze mnie cyklu prac
przedstawionych jako osiggniecie habilitacyjne, postawitam sobie za cel zbadanie, w ktérym
momencie rozwoju nastepuje ostateczna determinacja losu komadrek, jakie czynniki decyduja
o kierunku ich réznicowania i jakie mechanizmy odpowiadajg za regulacyjny charakter
rozwoju zarodkowego myszy. Modelem w moich badaniach byty przede wszystkim zarodki
myszy, jednak czes¢ uzyskanych przeze mnie wynikéw pochodzi z badan przeprowadzonych
na zarodkowych komérkach macierzystych (ES; ang. embryonic stem cells), ktére sg uwazane
za model in vitro komdrek wezta zarodkowego blastocysty (Boroviak i wsp., 2014).

1. Okreslenie momentu ostatecznej determinacji losu komdrek w przedimplantacyjnym
zarodku myszy

Publikacja 1:

Tarkowski A.K., Suwinska A., Czolowska R, Ozdzenski W. (2010). Individual blastomeres
of 16- and 32-cell mouse embryos are able to develop into foetuses and mice.
Developmental Biology 348(2): 190-198

(IF 2010 4,094; 5yearlF 4,420; pkt MNiSW 32, liczba cytowan: 34)

Wstep:

Ssaki, w tym myszy, charakteryzujg sie rozwojem regulacyjnym. Oznacza to, ze
blastomery powstajgce w wyniku kilku pierwszych podziatéw bruzdkowania nie s3
zdeterminowane i mogg, po ich izolacji z zarodka, wyksztatci¢ wszystkie struktury zarodkowe
oraz pozazarodkowe, takie jak btony ptodowe i tozysko. Niezwyktg plastycznos¢ zarodkdow
myszy udowodniono po raz pierwszy jeszcze w latach 50. ubiegtego wieku, uzyskujgc
normalng mysz z pojedynczego blastomeru wyizolowanego z 2-komoérkowego zarodka
(Tarkowski, 1959). U innych gatunkéw ssakéw, takich jak krdlik (Moore i wsp., 1968), owca
(Willadsen, 1981) i krowa (Johnson i wsp., 1995) osobniki moga rozwing¢ sie réwniez z
pojedynczych blastomerdow pobranych z pdzniejszych stadiéw bruzdkowania — z zarodka 4-
lub 8-komodrkowego. W przypadku myszy nie zaobserwowano petnego rozwoju blastocyst
uzyskanych z izolowanych blastomerdw stadiéw pdzniejszych, niz 2-komdrkowe. Nie oznacza
to jednak, ze tracg one totipotencje, co mozina zademonstrowaé¢ wspomagajac takie
blastomery komodrkami pomocniczymi. Ich role mogg petni¢ komorki tetraploidalne,
uzyskane w wyniku fuzji blastomerdw 2-komdrkowego zarodka (Kubiak i Tarkowski, 1985).
Doskonale nadajg sie one do roli blastomeréw ‘nosnikowych’, gdyz w trakcie rozwoju sg
eliminowane z tkanek zarodkowych, ale utrzymujg sie i funkcjonujg w strukturach
pozazarodkowych (Tarkowski i wsp., 1977; Nagy i wsp., 1990, 1993). Zastosowanie tej
metody, zwanej komplementacjg tetraploidalng, umozliwia zbadanie potencji blastomeréow
najbardziej wiarygodng z metod, czyli poprzez przetestowanie ich zdolnosci do rozwoju w
zwierzeta wywodzace sie catkowicie z badanej komorki. W ten sposdb sprawdzono potencjat
rozwojowy pojedynczych blastomeréw stadium 4-komoérkowego myszy, uzyskujac bliznieta,
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oraz stadium 8-komodrkowego, uzyskujac trojaczki (Tarkowski i wsp., 2001, 2005). W Swietle
tych wynikow wydawato sie, ze co najmniej do czwartego podziatu bruzdkowania, czyli do
stadium 8-komoérkowego, los blastomeréw nie jest jeszcze ukierunkowany i wszystkie
blastomery majg zdolno$é réznicowania sie zaréwno w komorki trofektodermy, jak i wezta
zarodkowego.

Poczgwszy od kolejnego podziatu, czyli od stadium 16-komérkowego w zarodku
widoczne sg juz pierwsze oznaki réznicowania i mozna w nim wyrdzni¢ spolaryzowane
komorki lezagce na zewnatrz i eksprymujgce marker TE - CDX2, oraz niespolaryzowane
komorki wewnetrzne, stykajgce sie jedynie z innymi komodrkami. W trakcie studiow
doktoranckich wykazatam, ze zarodki zrekonstruowane wyfacznie z blastomerow
wewnetrznych lub zewnetrznych 16-komérkowych zarodkéw mogg utworzyé prawidtowo
zbudowane blastocysty, ktére po przeszczepieniu do drég rodnych samicy biorczyni rozwijajg
sie w zdrowe, ptodne osobniki (Suwinska i wsp., 2008). Wyniki otrzymane w ramach mojego
doktoratu staty sie punktem wyjscia dla dalszych badan, ktdrych celem byto wyjasnienie, czy
pojedyncze blastomery zewnetrzne i wewnetrzne zarodka 16-komodrkowego zachowuja
pluripotencje, czyli zdolno$¢ do rdéznicowania we wszystkie typy komoérek obecne w
organizmie i czy przy wsparciu komorek tetraploidalnych sg w stanie utworzy¢ ciato ptodu i
przej$¢ catg embriogeneze az do urodzenia. Aby zbadaé, w ktdrym momencie rozwoju
dochodzi do utraty petnego potencjatu rozwojowego, rozumianego jako zdolno$é do rozwoju
catego organizmu z pojedynczej komodrki zarodka, wykorzystaliSmy metode tetraploidalnej
komplementacji.

Wyniki i ich znaczenie:

16-komoérkowe diploidalne zarodki konstytutywnie eksprymujgce gen biatka zielonej
fluorescencji Gfp (ang. green fluorescent protein) barwilismy czerwonymi mikrokulkami
fluorescencyjnymi, w celu wyznakowania komérek zewnetrznych. Po dezagregacji zarodka
pojedyncze komérki klasyfikowalismy jako wewnetrzne lub zewnetrzne na podstawie
obecnosci lub braku sygnatu fluorescencji. Nastepnie agregowaliémy jedng zewnetrzng lub
wewnetrzng komorke z 16-komaérkowego zarodka (1/16) z tetraploidalnymi blastomerami 4-
komérkowego zarodka uzyskanymi w wyniku fuzji blastomerow w stadium 2-komérkowym
(Ryc. 5A). Takie chimerowe agregaty byly hodowane do stadium blastocysty, w ktdrej
lokalizacje potomnych komodrek wywodzacych sie z pojedynczych blastomeréw 1/16
moglismy okredli¢ dzieki ekspresji GFP. Siostrzane blastomery 16-komérkowego zarodka
otoczone tetraploidalnymi blastomerami pomocniczymi transplantowalismy réwniez do drog
rodnych samic biorczyn aby zbadac ich potencjat rozwojowy (Ryc. 5B). Stwierdzilismy, iz
potomne komorki pojedynczych blastomeréw wewnetrznych (Ryc. 6A) i zewnetrznych (Ryc.
6B) 16-komdrkowego zarodka lokowaty sie we wszystkich trzech liniach komérkowych, a po
transplantacji do jajowoddw samic biorczyn z duzg czestoscig rozwijaty sie w normalne i
ptodne osobniki (Ryc. 5B). Uzyskalismy kilkanascie myszy zaréwno z zewnetrznych, jak i
wewnetrznych pojedynczych komérek jednego 16-komoérkowego zarodka. Wsrdd nich byty



Aneta Suwinska
Zatgcznik 2 [Autoreferat w jezyku polskim]

czworaczki (Ryc. 5B), trojaczki, 3 pary bliznigt i pojedynczy noworodek. Wszystkie one
osiggnety dojrzatos¢ ptciowg i okazaly sie ptodne. Uzyskane przez nas czworaczki
reprezentowaty genetyczny klon. Eksprymowaty marker GFP w komadrkach, byty tej samej
ptci (samice), a ich genetyczna identycznosé zostata udowodniona dzieki analizie markeréw
mikrosatelitarnego DNA (Ryc. 5C).

D15Mit175

Ryc. 5. Tworzenie agregatow 2n <-> 4n i ich rozwaj przedimplantacyjny i poimplantacyjny

(A) Schemat doswiadczenia: agregacja jednego blastomeru 1/16 GFP z 4 blastomerami tetraploidalnymi (B) 6-
tygodniowe czworaczki (samice) wywodzqgce sie z pojedynczych, siostrzanych blastomeréow zewnetrznych
wyizolowanych z 16-komdrkowego zarodka (C) Analiza PCR markeréw mikrosatelitarnych (D15Mit175 i
D5Mit346).

W przypadku pojedynczych komérek podzniejszych, 32-komoérkowych zarodkow,
komorki potomne blastomeréw zewnetrznych lokalizowaty sie w rozwijajgcych sie
blastocystach we wszystkich trzech liniach komérkowych (Ryc. 7A), i co wazne, gdy komorki
te lokowaty sie w epiblascie lub pierwotnej endodermie wyciszaty ekspresje CDX2. Takie
zarodki po transplantacji do samic biorczyn sporadycznie rozwijaty sie poza stadium
przedimplantacyjne (Ryc. 7B). Z kolei komorki potomne blastomerow wewnetrznych
lokowaty sie przede wszystkim w PE, a znacznie rzadziej w EPI (Ryc. 8A). Ta specyficzna
lokalizacja sugerowata, ze szansa na petny rozwdj i narodziny myszy z pojedynczego
blastomeru byta bardzo niewielka. | rzeczywiscie, transplantacja takich zarodkéw do drog
rodnych samic biorczyn tylko w jednym przypadku na 176 zaowocowata narodzinami
zwierzecia (Ryc. 8B).
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Komorki 1/16
WEW

Komorki 1/16
ZEW

Ryc. 6. Blastocysty 2n<->4n tworzone na drodze agregacji pojedynczego blastomeru 1/16 z 4
tetraploidalnymi blastomerami pomocniczymi

Udziat i lokalizacja komdrek potomnych (A) blastomeru wewnetrznego (WEW) i (B) blastomeru zewnetrznego
(ZEW) 1/16 w liniach komdrkowych chimerowych blastocyst. Na gérnym panelu strzatkami zaznaczono komarki
GFP w TE, a na dolnym panelu w PE. Skala: 20 um.

Nasze doswiadczenia wpisujg sie w nurt badan majacych na celu sprawdzenie, czy i
kiedy blastomery bruzdkujgcego zarodka zaczynajg sie od siebie réznié. Badania z ostatnich
lat wskazujg na coraz wiecej réznic pomiedzy uwazanymi dotychczas za réwnocenne
blastomerami zarodka 8-, 4-, a nawet 2-komérkowego (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; Biase i
wsp., 2014; Goolam i wsp., 2016; White i wsp., 2016). Nasze badania wskazujg jednak na to,
ze obserwowane réznice miedzy blastomerami, dotyczace np. poziomu ekspresji czynnikéw
transkrypcyjnych czy znacznikéw epigenetycznych zaangazowanych w embriogeneze nie
przesadzajg o kierunku ich réznicowania. Wykazaliémy, ze do stadium 32-komérkowego los
blastomeréw w zarodku, mimo ekspresji czynnikdw transkrypcyjnych specyficznych dla linii
komérkowych, nie jest jeszcze ostatecznie ukierunkowany. Z powoddéw metodycznych
trudno jest bezposrednio udowodni¢, ze wszystkie wewnetrzne i zewnetrzne blastomery
majg jednakowy potencjat rozwojowy, niemniej jednak narodziny bliznigt, trojaczkow i
czworaczkdéw z pojedynczych komérek 16-komérkowego stadium stanowig silng przestanke
przemawiajgcg za tg hipoteza. Przynajmniej niektdre z tych blastomerdéw, mimo ekspresji
markerow specyficznych dla TE lub ICM, nadal wykazujg sie plastycznoscig rozwojowg i mogg
zmieni¢ swoj los w odpowiedzi na eksperymentalne zaburzenie rozwoiju.
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Transfer

zarodka

A

10-dniowy zarodek z bIastomefJ1/32 ZEW

Ryc. 7. Rozwdj przedimplantacyjny (A) i poimplantacyjny (B) zarodkow uzyskanych w wyniku agregacji
pojedynczego blastomeru zewnetrznego (ZEW) 1/32 eksprymujqgcego GFP z blastomerami tetraploidalnymi.

Wykres kotowy prezentuje rozktad komdrek potomnych blastomeru ZEW w trzech liniach komérkowych (EPI, TE
i PE) blastocyst 2n<->4n.

EPI+PE

Noworodek z blastomeru 1/32 WEW

Ryc. 8. Rozwoj przedimplantacyjny (A) i poimplantacyjny (B) zarodkow uzyskanych w wyniku agregacji
pojedynczego blastomeru wewnetrznego (WEW) 1/32 eksprymujgcego GFP z blastomerami tetraploidalnymi.

Wykres kotowy prezentuje rozktad komdrek potomnych blastomeru ZEW w trzech liniach komérkowych (EPI, TE
i PE) blastocyst 2n<->4n.
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2. Mechanizmy powstawania prekursoréw PE i EPI w wezle zarodkowym blastocysty myszy

Publikacja 2:

Krupa M., Mazur E., Szczepanska K., Filimonow K., Maleszewski M., Suwinska A. (2014).
Allocation of inner cells to epiblast vs primitive endoderm in the mouse embryo is biased
but not determined by the round of asymmetric divisions (8->16- and 16->32-cells).
Developmental Biology 385(1): 136-148

(IF 2014 3,547; SyearlF 3,761; pkt MNiSW 35, liczba cytowan: 27)

Wstep:

Mimo intensywnych badan wiedza na temat mechanizméw kontrolujgcych wczesne
etapy réznicowania linii komérkowych w przedimplantacyjnym zarodku myszy wcigz
pozostaje niekompletna. Istniejgcy obecnie model powstawania pierwotnej endodermy i
epiblastu w obrebie wezta zarodkowego opiera sie na zatozeniu, ze populacja komérek w
ICM jest heterogenna. Komoérki prekursorowe PE i EPl wykazujgce ekspresje specyficznych
markeréw w 3,5-dniowe] blastocyscie rozmieszczone sg w sposdb przypadkowy (“salt-and-
pepper”), a nastepnie sortujg do odpowiedniej warstwy (komodrki eksprymujgce GATA6 na
powierzchnie, tworzgc PE, a komérki syntetyzujgce NANOG w gtab ICM, budujac EPI).
Dotychczas nie byto wiadomo w jaki sposéb tworzg sie pierwotne réznice miedzy komaorkami
w ICM i jakie czynniki determinujg powstawanie prekursoréw pierwotnej endodermy i
epiblastu.

Sugerowano, iz zrédtem heterogennosci populacji komdérek wewnetrznych w zarodku
jest moment ich powstania. W stadium 8-komérkowym dochodzi do polaryzacji
blastomeréw, ktéra zwigzana jest z asymetrycznym utozeniem w komorce szeregu biatek,
takich jak biatka PAR (ang. partition defective) i atypowa biatkowa kinaza C (aPKC, ang.
atypical protein kinase C) (Pauken i Capco, 2000; Vinot i wsp., 2005). W konsekwencji w
kazdym blastomerze 8-komérkowego zarodka wyrdzni¢ mozna domene spodnio-boczng oraz
domene szczytowa. W zwigzku z tym kolejne podziaty bruzdkowania moga przebiegaé w
dwojaki sposob. Kiedy ptaszczyzna podziatu dzieli domene szczytowg miedzy dwie komaérki
potomne, méwimy o podziale symetrycznym, w wyniku ktérego generowane sg dwie
polarne komérki zewnetrzne tworzgce TE. W przypadku podziatu asymetrycznego tylko
jedna z komérek potomnych dziedziczy domene polarng. Podziat prowadzi wowczas do
powstania 1 polarnej komorki zewnetrznej i 1 niespolaryzowanej komorki wewnetrznej,
lokalizujgcej sie w ICM. Asymetryczne podziaty rdznicujgce zachodzg w stadium 8-16-
komérkowym oraz 16-32-komdérkowym, a mogg sie réwniez zdarzaé, przynajmniej w
niektérych zarodkach, w stadium 32-64-komdrkowym (Fleming, 1987; Pedersen i wsp., 1986;
Morris i wsp., 2010; Yamanaka i wsp., 2010). Komodrki wewnetrzne tworzace wezet
zarodkowy powstajg wiec w rdznym momencie, tzn. w trzech nastepujgcych po sobie turach
podziatéw asymetrycznych. PostanowiliSmy zatem sprawdzié, czy tworzenie prekursoréw PE
i EPI zalezy od momentu internalizacji komodrek wewnetrznych. PodjeliSmy sie réwniez
odpowiedzi na pytanie, czy dwie populacje blastomeréw wewnetrznych juz w stadium 32-
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komdrkowym rdéznig sie ekspresja markeréw specyficznych dla linii EPl i PE, co mogtoby
odpowiadad za ich pozniejsza specyfikacje.

Postawilismy hipoteze, wedtug ktdrej czynnikiem determinujgcym los komodrek
wewnetrznych, czyli ich réznicowanie w kierunku EPI lub PE, jest moment ich powstania,
czyli ich pochodzenie z | (8->16 komorek) lub Il (16->32 komorki) tury podziatow
asymetrycznych. Wedtug naszej hipotezy komodrki wewnetrzne pochodzace z | tury
podziatéw asymetrycznych tworzg EPI, a komérki wewnetrzne powstajgce w Il turze — PE.

Wyniki i ich znaczenie:

Aby zweryfikowac postawiong hipoteze wykorzystalismy dwa rodzaje zarodkéw 16-
komdrkowych — zarodki eksprymujace biatko zielonej fluorescencji — GFP i zarodki typu
dzikiego (Ryc. 9). Zewnetrzne komoérki w zarodkach byty barwione z wykorzystaniem
czerwonych mikrokulek fluorescencyjnych. Zarodki nastepnie dezagregowalismy, a
blastomery segregowalismy wykorzystujgc mikroskop epifluorescencyjny na wewnetrzne —

pozbawione mikrokulek i zewnetrzne — zabarwione na czerwono.

PE (eksprymujaca Gata4) z |

A tury (brak GFP)
—> Komorka PE (eksprymujaca Gata4) z |l
agregat 1 tury (eksprymujaca GFP)

—>Komorka EPI (brak Gata4) z | tury (brak

: GFP)

| tura Il tura Komorka EPI (brak Gata4) z Il tury
AGREGACJA (eksprymujaca GFP)

13 ZEW : 3 WEW EPI: 1+l

12 ZEW : 4 WEW

11 ZEW : 5 WEW

Ryc. 9. Analiza losow komérek pochodzqcych z 1 i Il podziatu asymetrycznego

(A) Gfowne zatoZenie eksperymentu: wewnetrzne komdrki GFP-negatywne otaczane byty zewnetrznymi
(wyznakowanymi czerwonymi mikrokulkami) komorkami eksprymujgcymi biatko GFP. Ekspresja GFP pozwala na
odroznienie pochodzenia komdrek; (B) Przyktadowy przekroj przez blastocyste pokazujgcy rozne pochodzenie
komorek PE i EPI w obrebie ICM. Skala: 20 um.
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Nastepnie tworzyliémy 16-komdrkowe agregaty o rdéznych, najczesciej spotykanych w
zarodkach 16-komodrkowych, stosunkach komodrek zewnetrznych do wewnetrznych,
manipulujgc tym samym liczbg komdrek odpowiadajgcych komérkom powstatym w | turze
podziatdw asymetrycznych (Ryc. 9A). Komodrki wewnetrzne, czyli pochodzace z | tury
podziatéw asymetrycznych (z 8 na 16 komodrek) umieszczalismy w $rodku agregatu i
otaczalismy komdrkami zewnetrznymi eksprymujgcymi GFP. Tym sposobem w Il podziale
asymetrycznym (z 16 na 32 komorki) powstajgce wtedy komorki wewnetrzne moglismy
odrdéznié od tych z | tury na podstawie obecnosci GFP. Agregaty hodowalismy do stadium
pozinej blastocysty i wykrywalismy w nich markery PE i TE metodg immunofluorescencji
posredniej, celem identyfikacji wszystkich trzech linii komdrkowych. W takich blastocystach
zliczaliSmy nastepnie komoérki wezta zarodkowego wykazujace ekspresje odpowiednich
markeréw lub kombinacji markeréw, co pozwolito na przypisanie komdérkom EPI i PE
pochodzenia z | lub Il tury podziatéw asymetrycznych (Ryc. 9B).

Nie stwierdziliSmy istotnego zwigzku miedzy pochodzeniem komoérek z danej tury
podziatéw asymetrycznych a ich pdzniejszym losem gdy stosunek komdrek zewnetrznych do
wewnetrznych wynosit 11:5 i 12:4 (Ryc. 10).

11 ZEW : 5§ WEW 12 ZEW : 4 WEW

| TURA Il TURA | TURA Il TURA

n=271 komorek n=152 komorki n=78 komorek n=35 komorek

*%

x x x x
) ) ) 3]
L L L L
] O O ]
£ £ £ £
] ] o =]
= = x> =
o o <l o
o~ o~ o~ ™

13 ZEW : 3 WEW

I TURA Il TURA
n=173 komorki n=99 komorek

* *
68%

Ryc. 10. Wptyw pochodzenia komérek (z I lub Il tury podziatow asymetrycznych) na ich pozZniejszy los, czyli
tworzenie PE lub EPI

% komorek
% komorek

PE (*) P<0,05

Wykresy prezentujg udziat komorek EPI i PE w populacji komdrek pochodzgcych z | (lub Il) tury podziatow
asymetrycznych stanowiqgcej 100% przy roznych stosunkach komdérek ZEW do WEW (odpowiednio: 11:5, 12:4 i

13:3).
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Dopiero zmniejszenie liczby komérek wewnetrznych do 3 pozwolito zaobserwowac istotny
zwigzek miedzy turg podziatdw asymetrycznych a rdznicowaniem komodrek wezta
zarodkowego. W | turze generowane byty wtedy gtéwnie komérki EPI (60%) a w Il — PE (68%)
(Ryc. 10). Te doswiadczenia pozwolity nam wywnioskowaé, ze los komodrek nie zalezy
wyfacznie od momentu, w ktérym one powstajg, czyli od rundy podziatéw asymetrycznych,
ale takze od liczby komdrek wewnetrznych tworzonych w wyniku kazdej z nich.

Poniewaz komorki prekursorowe EPI sg zrodtem FGF4 (Niswander i Martin, 1992;
Rappolee i wsp., 1994), natomiast ekspresja receptora FGFR2 jest specyficzna dla komadrek
PE i TE zadalismy sobie pytanie, czy zaobserwowana przez nas zalezno$¢ losu komdrek ICM
od liczby komérek wewnetrznych wynika ze zrdznicowane] ekspresji sktadnikéw Sciezki
FGF/MAPK w obu populacjach komérek wewnetrznych juz w momencie ich powstania, czyli
w stadium 32-komérkowym. Postawilismy wiec kolejng hipoteze, méwigcy o tym, ze dwie
generacje komérek wewnetrznych (z | i Il podziatu asymetrycznego) réznig sie poziomem
ekspresji FGF4 eksprymowanego przez komorki EPI i jego receptora, eksprymowanego przez
komorki PE, co moze wptywacé na ich pdzniejszy los, czyli kierunek réznicowania.

Dzieki opracowanej przez nas metodzie podwdjnego barwienia, po raz pierwszy
mozliwe byto rozrdzinienie dwdch generacji blastomeréw wewnetrznych i skorelowanie
pochodzenia komodrek z danej tury podziatdéw asymetrycznych z ekspresja wymienionych
gendw (Ryc. 11). W stadium 16-komdérkowym komorki zewnetrzne barwione byty z
wykorzystaniem zielonych mikrokulek fluorescencyjnych, nastepnie zarodki byty hodowane
do momentu pojawienia sie w nich jamy, co odpowiada mniej wiecej stadium 32-
komérkowemu. Wtedy ponownie znakowalismy komérki zewnetrzne, tym razem
mikrokulkami czerwonymi (Ryc. 11A). Zarodki nastepnie dezagregowalismy i wykorzystujgc
mikroskop fluorescencyjny segregowalismy komodrki na podstawie obecnosci mikrokulek na
3 populacje: 1) Komérki wewnetrzne z | tury podziatdw asymetrycznych (z 8 na 16 komérek)
pozbawione znacznika; 2) Komérki wewnetrzne z Il tury podziatéw asymetrycznych (z 16 na
32 komorki) zabarwione tylko na zielono oraz 3) Komérki zewnetrzne zabarwione podwdjnie.
Tak uzyskane pojedyncze blastomery z | i Il tury byly nastepnie wykorzystane do analizy
ekspresji FGF4 i jego receptora metodg RT-qPCR w czasie rzeczywistym (Ryc. 11B).

Na podstawie analiz liczby komodrek eksprymujgcych FGF4 zaobserwowalismy, ze
udziat komérek wewnetrznych, w ktérych stwierdzono obecnos¢ transkryptu dla FGF4 byt
wyzszy wsrod komorek z | tury (Ryc. 11B). Uwzgledniajgc sredni wzgledny poziom ekspresji
nie tylko wiecej komdrek z | tury eksprymowato FGF4, ale réwniez na okoto dwukrotnie
wyzszym poziomie niz komérki z 1l tury (Ryc. 11B). Z kolei procent komdrek wewnetrznych
eksprymujgcych FGFR2 byt wyiszy wsréd komdédrek z Il tury, przy wzglednym poziomie
ekspresji podobnym w obu populacjach (Ryc. 11B). Wykazalismy zatem, ze dwie populacje
komodrek wewnetrznych réznig sie ekspresjg FGF4 i jego receptora w ten sposéb, ze komadrki
wewnetrzne z | tury czesciej i na wyzszym poziomie niz te z Il tury eksprymujg FGF4. Z kolei
komorki z Il tury czesciej eksprymujg FGFR2.
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% komorek eksprymujacych gen Sredni wzgledny poziom ekspresji genu

46%
16-kom. zarodek § 7= o

Faf4 FgfR2 Faf4 FgfR2
‘ znakowanie kom. ZEW

na ZIELONO B wWewil [ Wew2

0.03

/ ) swiatto )
’ przechodzace fluorescencja

hodowla /n vitro i)

do stadium 32-kom. (AL
Kom. WEW1

‘ znakowanie kom. ZEW
a CZERWONO )
é'::‘)\.i)

Kom. WEW2

dezagregacja
i segregacja G5

“~ Kom. ZEW

Ryc. 11. Korelacja pochodzenia komdrek z dwoch rund asymetrycznych podziatow z ekspresjq pary genow
Fgf4/Fgfr2

(A) Uzyskiwanie i identyfikacja dwdch generacji komdrek wewnetrznych w zarodku 32-komdérkowym poddanym
procedurze podwdjnego znakowania w stadium 16- i 32-komérkowym; (B) Analiza ekspresji Fgf4 i Fgfr2 w
pojedynczych blastomerach zarodka 32-komdrkowego, wywodzqcych sie z | (‘WEW1’) i Il (‘WEW2’) tury
podziatéw asymetrycznych.

Kolejne pytanie, jakie sobie postawilismy, brzmiato: Czy zaobserwowane przez nas
roznice w ekspresji gendw ograniczajg potencjat komérek z | i Il tury podziatéw
asymetrycznych, czy tez moze ich los nie zostat jeszcze zdeterminowany, a zatem
charakteryzujg sie pluripotencjg i s w stanie przeprogramowac sie w odpowiedzi na
eksperymentalne zaktécenie rozwoju?

Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, metodg opisang powyzej wyodrebnilismy w
zarodkach trzy rdzne populacje blastomerdw. Nastepnie tak uzyskane komorki
wykorzystaliSmy do stworzenia 32-komdrkowych agregatéw ztozonych wytgcznie z komédrek
wewnetrznych z | tury, z Il tury oraz agregatow kontrolnych, powstatych wskutek
przypadkowe] reagregacji blastomerdw pochodzgcych z tego samego zdezagregowanego
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zarodka (Ryc. 12). Agregaty hodowalismy do stadium pdzZnej blastocysty i wykrywaliSmy w
nich markery PE i TE metoda immunofluorescencji posredniej, celem identyfikacji wszystkich
trzech linii komdrkowych i okreslenia zdolnosci komérek wewnetrznych do odtworzenia
prawidtowej blastocysty (Ryc. 12).

Na podstawie analizy ekspresji markeréw TE, czyli CDX2 oraz PE — GATA4
stwierdziliSmy obecnosé¢ wszystkich linii komoérkowych we wszystkich trzech typach
agregatow (Ryc. 12). Komorki obu populacji w homogennych agregatach sg wiec zdolne do
odtworzenia prawidtowej blastocysty charakteryzujgcej sie obecnoscig wszystkich trzech linii
komdrkowych. Rdznice w ekspresji gendw miedzy tymi dwiema populacjami komodrek nie
ograniczajg zatem ich potencjatu rozwojowego.

Cdx2 P4

kontrola
Al

agregat

A
WEW1 [ B'
-
.
.
C

.
.

agregat
WEW2

Cl

Ryc. 12. Potencjat rozwojowy komodrek wewnetrznych wywodzqgcych sie z dwéch rund podziatow
asymetrycznych

Analiza immunoflurescencyjna blastocyst uzyskanych w wyniku hodowli 32-komdrkowych agregatow
kontrolnych (A-A”’) oraz agregatow zbudowanych wytqcznie z komdrek wewnetrznych wywodzqcych sie z |
(‘WEW1’; B-B”’) lub Il tury podziatéw asymetrycznych (‘WEW2’; C-C”’). Zéttymi strzatkami zaznaczono komdrki
EPI (negatywne pod wzgledem ekspresji CDX2 i GATA4). Zdjecie z prawej przedstawia nafozenie obrazow. Skala:
20 um.
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Podsumowujac, stosujgc nowatorskie podejscie badawcze, polegajace na podwdjnym
znakowaniu zarodkdw w stadium 16- i 32-komérkowym, poprzedzajagcym ich dezagregacje,
po raz pierwszy udato nam sie rozdzieli¢ komorki wywodzace sie z dwdch nastepujacych po
sobie podziatéw asymetrycznych. Badajac ekspresje gendéw metodg Real time RT-PCR w tak
uzyskanych pojedynczych komérkach wewnetrznych wykazalismy réznice w transkrypcji pary
genow FGF4/FGFR2 miedzy dwiema generacjami komdrek wewnetrznych.

zarodek zarodek
16-kom. 32-kom.

l =
NISKA <

zarodek
8-kom. _ CZESTOSENN pézna blastocysta

wysoki

Tpoziom Fof4 Il TURA

lpoziom Fgfd
O prekursor EPI komérki powstate w | turze p.a. ® Fgfr2

(" komérki EPI

O prekursor PE O komérki powstate w Il turze p.a. . komorki PE

Ryc. 13. Model specyfikacji linii EPI i PE w przedimplantacyjnym zarodku myszy

Blastomery wywodzgce sie z | tury podziatéw asymetrycznych (fioletowe okregi) czesciej i na wyzszym poziomie
eksprymujq Fgf4, niz komorki wewnetrzne powstate w Il turze (rozowe okregi), w ktérych czesciej obecne jest
MRNA dla Fgfr2. Kiedy czestos¢ podziatow asymetrycznych w | rundzie jest wysoka, biatko FGF4 przekracza
poziom niezbedny do indukcji réznicowania czesci z powstatych w tym podziale komdérek wewnetrznych w
kierunku PE. W tym przypadku Il runda generuje matq liczbe blastomeréw wewnetrznych, dlatego populacje EPI
i PE wywodzq sie gtdwnie z | tury podziatow asymetrycznych. Zaleznos¢ miedzy pochodzeniem komdrek a ich
pozZniejszq specyfikacjq ulega zatarciu. Gdy czestos¢ podziatéw asymetrycznych w | rundzie jest niska, poziom
FGF4 nie jest wystarczajgcy, aby zaindukowac réznicowanie czesci z powstatych blastomeréw wewnetrznych w
PE. Wiekszos¢ z nich wchodzi nastepnie w skfad EPI, a Il tura podziatow asymetrycznych kompensuje niedobor
komdrek PE. Poniewaz komorki wewnetrzne wywodzqgce sie z Il rundy podziatdw asymetrycznych czesciej
eksprymujq Fgfr2, to sq w stanie odpowiedzie¢ na FGF4 produkowany przez blastomery wewnetrzne powstate
przy przejsciu ze stadium 8- do 16-komdrkowego i réznicowaé w PE. Wowczas zwigzek miedzy turqg podziatow
asymetrycznych, w ktorej powstafy blastomery wewnetrzne a ich pdzniejszym kierunkiem rdznicowania jest
widoczny: w | turze powstajqg gtdwnie prekursory EPI, a w Il — PE. W stadium pdznej blastocysty (>100 komdrek)
komorki EPI i PE stanowigq juz dwie odrebne morfologicznie warstwy. Skrot p.a. - podziaty asymetryczne.

18



Aneta Suwinska
Zatgcznik 2 [Autoreferat w jezyku polskim]

Z kolei analiza ich dalszych loséw w przedimplantacyjnym zarodku myszy pozwolita nam
udowodni¢ wplyw czestosci podziatdw asymetrycznych na powstawanie EPl i PE. Na
podstawie wynikdw naszych doswiadczen zaproponowalismy nowy model specyfikacji
komérek w obrebie ICM (Ryc. 13). Model ten proponuje, ze istotne znaczenie dla ustalenia
wtasciwych proporcji liczbowych pomiedzy komodrkami EPlI i PE ma liczba komodrek
wewnetrznych obecnych w stadium 16-komérkowym i zaktada kluczowa role
produkowanego przez nie FGF4 (szczegoéty na Ryc. 13).

3. Regulacja czestosci podziatow asymetrycznych i symetrycznych w przedimplantacyjnym
zarodku myszy oraz jej zwiqzek z tworzeniem linii komdrkowych w blastocyscie

Publikacja 3:

Humiecka M., Krupa M., Guzewska M.M., Maleszewski M., Suwinska A. (2016). ESCs
injected into the 8-cell stage mouse embryo modify pattern of cleavage and cell lineage
specification. Mechanisms of Development 141: 40-50

(IF 2016 1,333; 5yearlF 1,766; pkt MNiSW 15, liczba cytowan: 3)

Wstep:

Nie jest do konica jasne, jakie czynniki odpowiadajg za wzdér podziatéw symetrycznych
i asymetrycznych w przedimplantacyjnym zarodku myszy. Wiadomo, ze regulacja czestosci
tych dwdch typdw podziatdw prowadzi do ustalenia sie statej proporcji miedzy populacjg
komodrek TE i ICM, co z kolei jest niezbedne dla prawidtowego rozwoju zarodka (Fleming,
1987; Bischoff i wsp., 2008). Dezagregujac zabarwione podwdjnie zarodki 32-komérkowe
moglismy doktadnie okresli¢ liczbe komérek wewnetrznych powstajgcych w | i Il rundzie
podziatéw asymetrycznych. Pozwolito nam to zaobserwowac interesujgcg zaleznosé.
Proporcje komérek wewnetrznych i zewnetrznych, bedacych prekursorami wezta
zarodkowego i trofektodermy, s3 regulowane przez rding czesto$¢ podziatdow
asymetrycznych w stadium 8- i 16-komdrkowym. Niska liczba blastomeréw wewnetrznych
tworzonych w | turze podziatéw asymetrycznych jest kompensowana przez zwiekszong
czestos¢ podziatow asymetrycznych w Il rundzie i na odwrét: kiedy liczba komérek
wewnetrznych powstatych w | turze podziatéw asymetrycznych jest wysoka (np. 5), wéwczas
czestos¢ podziatéw asymetrycznych w Il rundzie jest niska. Sugeruje to istnienie odwrotnej
korelacji miedzy czestoscig podziatdw asymetrycznych w obu turach, dzieki czemu
regulowana jest catkowita liczba komérek wewnetrznych w wezle zarodkowym tworzacej sie
blastocysty. Musi wiec istnie¢ mechanizm komunikacji miedzy komdrkami zarodka
regulujgcy, poprzez czesto$¢ podziatdw asymetrycznych, liczbe generowanych komodrek
wewnetrznych.

Postawilismy hipoteze, wedtug ktérej wzdr podziatéw bruzdkowania zalezy od
przestrzennych interakcji miedzy blastomerami. Aby jg zweryfikowaé postanowilismy
sprawdzi¢, w jaki sposéb modyfikacja tych interakcji, indukowana obecnoscig dodatkowych
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egzogennych komodrek w zarodku, wptywa na wzér podziatdw, a w konsekwencji na
specyfikacje TE i ICM.

Uzyskane wyniki i ich znaczenie:

W tym celu wykorzystalismy mysie zarodkowe komorki macierzyste (ES, ang.
embryonic stem cells), eksprymujace histon H2B w fuzji z GFP, dzieki czemu moglismy sledzié
los tych komdrek w rozwijajagcym sie zarodku (Ryc. 14A). Komodrki ES majg charakter
komodrek wewnetrznych, wywodzg sie z epiblastu i po wprowadzeniu do zarodka
preferencyjnie lokalizujg sie w tej wtasnie linii komdrkowej (Beddington i Robertson, 1989;
Poueymirou i wsp., 2007). Co wiecej, podobnie jak blastomery wewnetrzne zarodka
(Niswander i Martin, 1992; Rappolee i wsp., 1994), komoérki ES stanowig zrédto FGF4
(Schoorlemmer i Kruijer, 1991; Wilder i wsp., 1997).

KONTROLA MIKROINIEKCIA
zarodek 8-kom. (1-2 lub 8-10 kom. ES)

hodowla /in vitro do stadium
16-, 32- i 64-kom.
i analiza liczby blastomerow WEW i ZEW

Ryc. 14. Schemat doswiadczenia: Wptyw obecnosci komdrek ES na czestos¢ podziatow asymetrycznych w
zarodku.

Zdjecie po lewej stronie przedstawia komodrki ES rosngce w koloniach na warstwie odzywczej mysich
fibroblastow ptodowych (MEF, ang. mouse embryonic fibroblasts) oraz w zawiesinie (po dezagregacji). Panel po
prawej stronie prezentuje mikroiniekcje komorek ES do zarodkow 8-komdrkowych.

Komérki ES wprowadzalismy do zarodkéw 8-komdrkowych, ktére w normalnym
rozwoju pozbawione sg komérek wewnetrznych, i badalismy jak ich obecnos¢ wptywa na
czestosc podziatow asymetrycznych w blastomerach w stadium 16- lub 32-komdrkowym, a w
konsekwencji na liczbe blastomerdow wchodzacych w sktad wezta zarodkowego (Ryc. 14B).
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AnalizowaliSmy proporcje blastomeréw zewnetrznych (polarnych) i wewnetrznych
(apolarnych) powstajagcych podczas trzech nastepujgcych po sobie podziatow
asymetrycznych w zarodkach nastrzyknietych komérkami ES (Ryc. 15B) oraz zarodkach
kontrolnych, niepoddawanych manipulacji (Ryc. 15A). Aby rozrézni¢ blastomery polarne i
apolarne, 16-komérkowe zarodki byty znakowane na obecnos$¢ kompleksu biatek ezryny,
radyksyny i moezyny (pERM; ang. phosphoezrin radixin moesin), ktéry jest specyficzny dla
komorek polarnych (Yonemura i wsp., 1999).

A Zarodek 16-komérkowy kontrolny

F-aktyna natozenie

ES H2B-GFP natozenie

/
eg,

Ryc. 15. Zarodki 16-komdrkowe z blastomerami polarnymi (eksprymujgcymi pERM) i niepolarnymi
(nieeksprymujgcymi pERM)

(A) zarodek kontrolny niepoddawany manipulaciom (gwiazdki wskazujg komdrki apolarne); (B) zarodek
poddany mikroiniekcji 8-10 komdrek ES (zaznaczonych z61tq strzatkq). Skala: 20 um.

Wykazaliémy istnienie dwustopniowego mechanizmu regulujgcego ostateczne
proporcje komérek TE i ICM w blastocystach. Po pierwsze, w zarodkach, do ktdérych w
stadium 8-komodrkowym wprowadzono komodrki ES zaobserwowalismy spadek czestosci
podziatéw asymetrycznych blastomeréw przy przejsciu ze stadium 8- do 16-komdrkowego
(Ryc. 16A). Wptyw obecnosci dodatkowych komérek na czesto$é podziatdw asymetrycznych
byt wyraznie zalezny od liczby wprowadzonych komodrek ES, co mogtoby sugerowad
znaczenie przestrzennych oddziatywan miedzy blastomerami w determinowaniu sposobu ich
podziatu. Kolejna roznica w sposobie podziatu blastomeréw pomiedzy zarodkami
kontrolnymi a zarodkami, w ktérych obecne byty komorki ES, wystgpita dopiero w stadium
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32-komoérkowym, w ktérym cze$¢ zarodkdw przechodzi trzecia runde podziatéw
asymetrycznych. W zarodkach zawierajgcych komérki ES podziat ten zachodzit rzadziej w
porownaniu do kontroli (Ryc. 16B). Tylko 34,5% blastocyst eksperymentalnych zawierato
wewnetrzne komorki pochodzace z Il rundy podziatéw asymetrycznych w pordwnaniu do
53% blastocyst kontrolnych (Ryc. 16B). Dodatkowo, w zarodkach zawierajgcych komorki ES
stwierdziliémy dwukrotnie nizszg $rednig liczbe komérek wewnetrznych wywodzacych sie z
[l tury podziatéw asymetrycznych w poréwnaniu do zarodkéw kontrolnych (0,5+0,7 vs 1,2 +
1,3) (Ryc. 16C).

Srednia liczba blastomerdw apolarnych
w zarodkach 16-komorkowych

|
|
|
-

KONTROLA

% blastocyst z komorkami Srednia liczba komdrek wewnetrznych
wewnetrznymi pochodzacymi z III pochodzacych z II1 tury

tury t >

KONTROLA 8-10 ES ‘ KONTROLA
(*) P<0,05

Ryc. 16. Wplyw egzogennych komodrek ES na czestos¢ podziatow asymetrycznych w zarodkach 16-
komérkowych

(A) Poréwnanie Sredniej liczby komdrek apolarnych w 16-komdrkowych zarodkach kontrolnych i poddanych
mikroiniekcji 1-2 i 8-10 komdrek ES w stadium 8-komdrkowym; (B) Porownanie blastocyst kontrolnych i
doswiadczalnych pod kgtem obecnosci komdrek wewnetrznych z Il tury podziatow asymetrycznych; (C)
Pordownanie sredniej liczby komdrek wewnetrznych z Ill tury w blastocystach kontrolnych i eksperymentalnych
(zawierajgcych komorki ES).
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Poniewaz wykazalismy, ze zarodki nastrzykniete komdrkami ES redukujg czestosé
podziatéw asymetrycznych w | i lll rundzie i w ten sposéb regulujg ostateczne proporcje
komérek ICM i TE w blastocystach, chcieliSmy sprawdzi¢ czy przektada sie to na specyfikacje
tych dwdch linii komdérkowych. Wiadomo, ze komorki ES po wprowadzeniu do zarodka
preferencyjnie tworzg EPI. Analizujgc pdine blastocysty uzyskane w wyniku hodowli
zarodkéw 8-komdrkowych poddanych mikroiniekcji réznej liczby komérek ES stwierdzilismy,
ze ich obecnos¢ modyfikuje losy komdrek wtasnych zarodka w obrebie ICM, promujac ich
réznicowanie w linie pozazarodkowe (PE i TE). W konsekwencji, epiblast wiekszosci zarodéw
budujg wytgcznie komérki potomne ES (70% przypadkéw; Ryc. 17A).

Blastocysta

Z EPI
pochodzacym
z komorek ES

Z chimerowym
EPI

Ryc. 17. Wptyw obecnosci komdrek ES na losy komorek zarodka-gospodarza

(A) blastocysta, w ktdrej EPI zbudowany jest wytgcznie z komdrek ES; (B) blastocysta z EPI chimerowym,
zbudowanym z komdrek ES i komdrek wtasnych zarodka. Skala: 20 um.

Podsumowujac, liczba komérek wewnetrznych i zewnetrznych w bruzdkujgcym
zarodku myszy, a w konsekwencji komodrek prekursorowych wezta zarodkowego i
trofektodermy, jest kontrolowana przez typ podziatéw blastomeréw miedzy stadium 8- a 32-
komérkowym. Czes¢ badaczy sugerowata juz wczesniej, chociaz nigdy nie zostato to
bezposrednio dowiedzione, ze liczba blastomerdow wewnetrznych powstajgcych przy
przejsciu ze stadium 16- do 32-komédrkowego zalezy od czestosci podziatdw asymetrycznych
zachodzacych w poprzedniej rundzie (Bischoff i wsp., 2008). Wykorzystujagc komorki ES,
bedgce odpowiednikiem komodrek wewnetrznych zarodka, udato nam sie eksperymentalnie
dowies¢, ze wzor podziatéw blastomerdw zarodka (podziat symetryczny vs asymetryczny)
jest regulowany poprzez oddziatywania zachodzgce pomiedzy blastomerami. Wykazalismy,
ze wprowadzenie duzej liczby komérek ES do zarodka 8-komérkowego prowadzi do
zmniejszenia czestos$ci podziatdw asymetrycznych w | i lll rundzie. Chociaz istnienie Ill rundy
podziatéw asymetrycznych w czesci zarodkdw zostato pokazane juz wczesniej w pracy Morris
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i wsp. (Morris i wsp., 2010), jej doktadna rola nie byta dotychczas znana. Nasze obserwacje
wskazuja, ze w zarodkach 32-komdrkowych, do ktérych wczesniej wprowadzono komaorki ES,
zachodzi ona znacznie rzadziej niz w zarodkach kontrolnych. Oznacza to, ze podziaty
asymetryczne zewnetrznych blastomerédw w tym stadium generujg komorki wewnetrzne,
uzupetniajgc tym samym pule komérek tworzgcych wezet zarodkowy w sytuacji, gdy ich
liczba jest wzglednie niska po dwdch pierwszych podziatach asymetrycznych.

Nasze badania dowiodty réwniez, ze komodrki ES wprowadzone do 8-komérkowe;j
moruli zmieniajg kierunek réznicowania wfasnych komoérek ICM blastocysty. Wraz ze
wzrostem liczby wprowadzonych komérek ES maleje udziat komérek witasnych zarodka w
EPI, a rosnie w PE. Nasze wyniki nie ttumaczg jaki mechanizm jest odpowiedzialny za
preferencyjne rdznicowanie wifasnych wewnetrznych komérek zarodka w linie PE.
Potencjalna rola interakcji miedzykomérkowych z udziatem S$ciezki sygnalizacyjnej
FGF4/MAPK w regulacje rozwoju chimerowego zarodka jest obiektem moich obecnych
badan.

4. Wptyw Sciezki FGF4/MAPK na utrate plastycznosci komdrek wezta zarodkowego
blastocysty

Publikacja 4:

Wigger M., Kisielewska K., Filimonow K., Plusa B., Maleszewski M., Suwinska A. (2017).
Plasticity of the inner cell mass in mouse blastocyst is restricted by the activity of
FGF/MAPK pathway. Scientific Reports 7(1): 15136

(IF 2016 4,122; 5yearlF 4,609; pkt MNiSW 40, liczba cytowan: 2)

Wstep:

Stadium blastocysty rozcigga sie od 32-komdrkowego zarodka, w ktérym zaczyna sie
dopiero tworzy¢ jama az do powstania wyrosnietej blastocysty zawierajgcej powyzej 150
komorek i gotowej do zagniezdzenia sie w Scianie macicy. Warunkiem niezbednym do tego
aby zarodek myszy (i innych ssakéw) pomysinie zakonczyt rozwdj przedimplantacyjny i byt
gotowy do implantacji jest precyzyjne rozdzielenie linii zarodkowej, z ktérej powstanie jego
ciato, od linii pozazarodkowych — TE i PE, tworzacych tozysko i btony ptodowe. Dokfadny
moment, w ktérym komoérki wezta zarodkowego ostatecznie i nieodwracalnie tracg zdolnos¢
do tworzenia TE oraz mechanizm odpowiedzialny za ograniczenie tego potencjatu nie byty
dotychczas znane. W okresie okotoimplantacyjnym komorki wezta zarodkowego podejmujg
kolejng decyzje odnosnie kierunku réznicowania, tworzac PE lub EPI. Nie wiadomo byto
jednak jak dtugo komérki ICM zachowujg plastyczno$é, definiowang jako zdolnos$¢ do zmiany
swego losu w alternatywna linie.

Potencjat komdrek ICM mozna badaé¢ usuwajac z niego warstwe TE i sprawdzajgc, czy
taki izolowany wezet jest zdolny do odtworzenia tej linii komorkowej. Izolacje weztéw
zarodkowych przeprowadza sie wykorzystujgc metode immunochirurgii. Polega ona na
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inkubacji blastocyst w roztworze surowicy zawierajgcej przeciwciata skierowane przeciwko
komdrkom mysim, a nastepnie dopetniacza, co w konsekwencji prowadzi do lizy komdrek
optaszczonych przeciwciatami, czyli znajdujacych sie na zewnatrz komérek TE (Ryc. 18).

znakowanie : laci > hodowla
kom. ZEW , B zolagja ICM in vitro
—m > —— ——

immunochirurgia

Immunochirurgia  ICM po izolagi ICM po 24h ICM po 48h
hodowli hodowli

32-kom. zarodek
znakowany FM

ICM po
immunochirurgii

ICMpo 24 h
hodowli /in vitro

Ryc. 18. Uzyskiwanie weztow zarodkowych z 32-komérkowych blastocyst i ich dalszy rozwdj in vitro

Na gdrze przedstawiono procedure immunochirurgii (schemat oraz zdjecie blastocysty poddanej
immunochirurgii i dalsze losy wyizolowanego ICM). Dolny panel prezentuje (A-A’”’) 32-komdrkowq kontrolng
blastocyste wyznakowanq mikrokulkami fluorescencyjnymi (FM) (26tta gwiazdka wskazuje jame); (B-B””’) wezet
zarodkowy tuz po izolacji z blastocysty i (C-C”’) po 24 godzinach hodowli (pomarariczowa strzatka wskazuje
komorki EPI). Skala: 20 um.

Whyniki i ich znaczenie:

Badania rozpoczeliSmy od sprawdzenia, czy izolowane wezty zarodkowe z wczesnych,
32-komérkowych blastocyst sg w stanie odtworzy¢ usunietg warstwe TE (Ryc. 18). Aby
wykluczyé mozliwos¢, ze warstwa TE zostata odtworzona z oryginalnych komodrek TE, ktore
przetrwaty procedure immunochirurgii, tuz przed usunieciem tej warstwy zabarwiliSmy ja
fluorescencyjnymi mikrokulkami (Ryc. 18A-A""’) (Szczepanska i wsp., 2011). Izolowane ICM
utrwalone natychmiast po procedurze immunochirurgii byty pozbawione wyznakowanych
komoérek, co potwierdzito efektywnos¢ przeprowadzone] przez nas procedury (Ryc. 18B-B""’).
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Wykazalismy, ze wezty zarodkowe wyizolowane z wczesnych blastocyst po 24 godzinach
hodowli odtwarzaty blastocysty zawierajgce wszystkie trzy linie komdrkowe: CDX2-
pozytywng warstwe TE otaczajgcy jame, GATA4-pozytywne komorki PE oraz znajdujgce sie
pomiedzy nimi komorki EPI (Ryc. 18C-C"”’). Oznacza to, ze w stadium 32-komodrkowym
komorki ICM nadal s3 totipotencjalne, czyli zdolne do réznicowania we wszystkie trzy linie
komodrkowe, wtgcznie z TE.

W kolejnym etapie doswiadczen sprawdzilismy, czy zdolnos¢ do odtwarzania
usunietej warstwy TE utrzymuje sie w 3,5-dniowych, $rednich blastocystach, ktére zawierajg
juz prekursory komoérek PE i EPI, eksprymujgce markery specyficzne dla tych linii (Ryc. 19).
Wykazali$my, ze wezty zarodkowe w tym stadium utracity juz zdolno$é¢ do réznicowania w
TE. Zamiast niej formowaty na powierzchni warstwe pierwotnej endodermy, ktéra otaczata
catkowicie znajdujace sie w srodku komérki EPI (Ryc. 19B).

Obserwacja ta nasuneta nam pytanie, czy w tworzeniu warstwy PE otaczajgcej wezty
zarodkowe wziety udziat wytgcznie komoérki prekursorowe PE czy réwniez komorki
prekursorowe EPI, ktére po usunieciu TE i wyeksponowaniu na Srodowisko zewnetrzne
ulegty przeprogramowaniu w kierunku PE. Chcielismy wiedzie¢, kiedy nastepuje ostateczne
ukierunkowanie loséw komoérek w PE i EPI. OdpowiedZ otrzymalismy filmujac izolowane ICM
technika zdje¢ poklatkowych (Ryc. 19).

[71L‘/1"1L - EPT
Prekursor PE

izolacja ICM \J hodowla

ImmUnOChII’UF(_JlB n V/f/’O

Gata4d - PE j naloienié

Blastocysta E3.5 r
po immunochirurgii

, a®
.

ICM blastocysty
E3.5po24h
hodowli

Ryc. 19. Uzyskiwanie weztow zarodkowych z 64-komérkowych blastocyst i ich dalszy rozwdj in vitro

Na gornym panelu przedstawiony jest schemat doswiadczenia. Dolny panel prezentuje (A) ICM 64-komdrkowej
blastocysty tuz po izolacji i (B) po 24 godzinach hodowli. Skala: 20 um.
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Dzieki wykorzystaniu zarodkdw myszy linii transgenicznej Pdgfrat?8-6F" w ktérych
komorki PE oraz ich prekursory charakteryzujg sie zielonym sygnatem fluorescencyjnym w
jadrze komodrkowym, moglismy przesledzi¢ los komdrek w obrebie ICM w czasie hodowli in
vitro. Sledzac losy komérek eksprymujacych PDGFRa dowiedlisémy, ze zrédtem komérek
budujacych ostateczng PE w weztach wyizolowanych z wczesnych, 3,5-dniowych blastocyst
sg zarowno komoérki prekursorowe PE, jak i komorki prekursorowe EPI, w ktérych dochodzi
do indukcji ekspresji PDGFRa i w konsekwencji do przeksztatcenia sie w komorki PE.

Los komorek

E3.5 srednia Komorki R Komorki Komorki Komdrki
blastocysta pozostajace na znajdujace sie w réznicujace w Epi  ulegajace apoptozie
powierzchni ICM  gtebi ICM i migrujace (6% (31%)
(56%) na powierzchnie

)'(d

Komorki P ( Komorki PdgfR Komorki 1+ Komorki
pozostajgce na znajdujace sie w  rodznicujace w Epi  ulegajace apoptozie
powierzchni ICM  gtebi ICM i migrujace (10%) (24%)
(65%) na powierzchnie

E4.5 pozna
blastocysta

Ryc. 20. Los komdrek eksprymujgcych PDGFRa w blastocystach E3,5 i E4,5.

Doktadna analiza filméw poklatkowych i mozliwo$é sledzenia losu indywidualnych
komodrek eksprymujacych PDGFRa w weztach zarodkowych pozwolita nam wysungé
konkluzje, ze ostateczny los komédrek jest wypadkowg kilku réznych zjawisk, takich jak
informacja pozycyjna decydujgca o tym, ze komoérki PE utozone na powierzchni wezta
zarodkowego pozostajg tam i nie zmieniajg swego potozenia, a takze zdolno$¢ komdrek do
migracji i selektywnej apoptozy w przypadku, gdy zajmujg one pozycje niezgodng ze swoim
profilem ekspresji (Ryc. 20). Tozsamos¢ komorek, wyrazona ekspresjg gendw specyficznych
dla PE i EPI, nie jest czynnikiem wystarczajagcym, ale znaczgco wptywa na decyzje o losie
komorek, czyli ich réznicowaniu w konkretna linie.
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Aby okresli¢, jak dtugo komadrki ICM zachowujg plastycznosé, postanowiliémy zbadaé,
czy warstwa PE otaczajgca wyizolowany ICM pochodzacy z pdznej, 4,5-dniowej blastocysty
jest odtwarzana z komérek PE obecnych wyjsciowo na fragmencie jego powierzchni, czy z
komadrek EPI, nadal zdolnych do zmiany kierunku réznicowania. Wykorzystujgc dwie metody:
znakowania komérek PE barwnikiem fluorescencyjnym wstrzykiwanym przy pomocy
mikromanipulatora do jamy blastocysty oraz filmowania poklatkowego stwierdzilismy, ze
gtéwnym Zrédtem komodrek obrastajgcych wezet zarodkowy sg komoérki PE obecne na
powierzchni ICM w momencie izolacji z blastocysty (Ryc. 20). Ostateczng warstwe PE zasilaty
dodatkowo nieliczne komorki prekursorowe EPI, w ktérych dochodzito do indukcji ekspres;ji
PDGFRa w trakcie hodowli in vitro oraz komorki prekursorowe PE, ktére w chwili rozpoczecia
hodowli znajdowaty sie we wnetrzu ICM, ale ostatecznie lokowaty sie w docelowe;j,
powierzchniowej warstwie (Ryc. 20). Uzyskane wyniki Swiadczg o tym, ze komérki PE i EPI w
wezle zarodkowym 4,5-dniowej blastocysty sg juz w wiekszosci przesortowane, a ich los jest
zdeterminowany. Komorki PE i EPl w tym stadium zachowujg jednak jeszcze plastycznosc,
poniewaz wcigz mozliwe jest przeksztatcanie sie zardwno komérek EPI w PE, jak i utrata
sygnatu przez komoérki PE i przeksztatcanie ich w komérki EPI.

Poniewaz zauwazyliémy, ze utrata zdolnosci komérek ICM do réznicowania w TE
zbiega sie w czasie z pojawieniem sie prekursoréw PE i EPI postanowiliémy sprawdzié, czy
zablokowanie aktywnosci $ciezki sygnalizacyjnej FGF4/MAPK wptynie na utrzymanie
plastycznosci komoérek ICM, czyli zachowanie ich zdolnosci do tworzenia TE. Aby
przetestowac te hipoteze inkubowalismy zarodki od stadium 8-komédrkowego w pozywce z
dodatkiem inhibitoréw blokujgcych aktywnos$¢ sciezki FGF4/MAPK (tzw. warunki 2INH;
Yamanaka i wsp., 2010). W stadium 3,5-dniowej blastocysty izolowalismy wezty zarodkowe,
ktére hodowalismy przez kolejne 24 lub 48 godzin. W przeciwienstwie do kontrolnych
weztdw hodowanych w standardowej pozywce, ktore formowaty warstwe PE na swojej
powierzchni (Ryc. 21A), wszystkie wezty pochodzgce z blastocyst, w ktorych zablokowalismy
Sciezke FGF4/MAPK, odtwarzaty warstwe CDX2-pozytywnych komodrek TE (Ryc. 21B). Te
wyniki pokazujg, ze aktywacja sciezki FGF4/MAPK prowadzi do ograniczenia plastycznosci
komorek weztéw zarodkowych. Aby zbada¢ doktadny mechanizm odpowiedzialny za to
zjawisko, przeanalizowaliSmy 3,5-dniowe wezty zarodkowe, hodowane od stadium 8-
komodrkowego w warunkach 2INH. pod katem obecnosci komponentdéw Sciezki Hippo — pYAP
(ang. phospho-Yes-associated protein) oraz YAP. Wiadomo bowiem, ze proces tworzenia TE i
ICM jest regulowany przez szlak przekaznictwa komdérkowego Hippo (Nishioka i wsp., 2008,
2009; Ralston i wsp., 2010; Cockburn i wsp., 2013; Hirate i wsp., 2013; Lorthongpanich i
wsp., 2013; Anani i wsp., 2014). Wedtug naszej hipotezy zablokowanie $ciezki FGF4/MAPK
utrzymuje zdolno$é weztéw zarodkowych do odtwarzania TE w wyniku inaktywacji Sciezki
Hippo. Udato nam sie pozytywnie zweryfikowaé postawiong hipoteze, wykazujac brak pYAP
w cytoplazmie (Ryc. 21D) oraz obecnos$¢ jadrowego biatka YAP (Ryc. 21F) w zewnetrznych
komérkach ICM po 24 godzinach hodowli w pozywce 2INH., co dowodzi defosforylacji tego
biatka i jego przemieszczenia sie z cytoplazmy do jadra komérkowego. Wiadomo bowiem, ze
jadrowa akumulacja biatka YAP umozliwia jego interakcje z czynnikiem transkrypcyjnym
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TEAD4, co w konsekwencji indukuje transkrypcje biatka CDX2 odpowiedzialnego za

roznicowanie TE.

Hodowla od stadium 8-kom. w 2INH Lokallzaqa pYAP w E3,5 ICM
e g

natozenie

Ryc. 21. Wplyw inhibicji FGF4/MAPK na izolowane wezly zarodkowe blastocysty E3,5

(A) kontrolny ICM izolowany z blastocysty E3,5; (B) ICM izolowany z blastocysty E3,5 hodowanej od stadium 8-
komodrkowego w warunkach 2INH; (C i D) Lokalizacja biatka pYAP w ICM tuz po izolacji z blastocysty E3,5 (C) i po
24 godzinach hodowli (D); (E i F) Lokalizacja jgdrowego YAP w ICM tuz po izolacji z blastocysty E3,5 (E) i po 24
godzinach hodowli (F). Skala: 20 um.

Podsumowujac, na podstawie uzyskanych przez nas wynikdw mozemy jednoznacznie
stwierdzié, ze komorki wezta zarodkowego od stadium 3,5-dniowej blastocysty bezpowrotnie
utracity zdolno$¢ do rdznicowania w komorki trofektodermy. WykazaliSmy ponadto, ze
utrata totipotencji przez komoérki ICM nastepuje w wyniku aktywacji Sciezki FGF4/MAPK i
zbiega sie z formowaniem prekursoréw PE i EPl. Po raz pierwszy powigzaliSmy ze sobg
Sciezke Hippo ze sciezkg FGF4/MAPK, ktére do tej pory uwazane byly za dziatajgce odrebnie i
odpowiadajace za rdzne etapy réznicowania komoérkowego (odpowiednio TE vs ICM i PE vs
EPI). Po tym pierwszym etapie ograniczenia potencjatu rozwojowego, gdy komérki ICM traca
juz zdolnos¢ do roézinicowania w TE, nadal zachowujg duzg plastycznos¢ w kontekscie
ostatecznego wyboru jednej z dwdch drég réznicowania - w PE lub EPI. Ta plastycznosé
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rozwojowa komodrek ICM zanika stopniowo wraz z segregacjg tych komérek w odrebne
warstwy. Potwierdzili§my tym samym doniesienia innych autoréw pokazujgce, ze ekspresja
czynnikow transkrypcyjnych specyficznych dla linii PE i EPI nie jest wystarczajaca do
determinacji ich losu (Yamanaka i wsp., 2010; Grabarek i wsp., 2012; Kang i wsp., 2013).
Jednoczesnie, w przeciwienstwie do innych autoréw (Grabarek i wsp., 2012) stwierdzilismy,
ze jeszcze w okresie okotoimplantacyjnym obecne s3 w zarodku nieliczne
niezdeterminowane komorki PE i EPI, ktére mogg ulec przeprogramowaniu.

Nasze badania pokazuja, ze wyodrebnianie linii EPI i PE w obrebie wezta zarodkowego
blastocysty jest ztozonym, kilkuetapowym procesem. Zaréwno liczba, proporcje, jak i
ostateczna lokalizacja komérek PE i EPI budujgcych wezet zarodkowy sg $cisle regulowane
dzieki wspodtdziataniu takich czynnikdw, jak: tozsamos¢ komorki wyrazona ekspresjg
specyficznych gendw, indukcja pozycyjna, a takie zdolnos¢ komérek do migracji,
przeprogramowania oraz selektywnej apoptozy. Poniewaz wezty zarodkowe blastocyst sg
zrodtem komorek ES, rezultaty naszych badan nie tylko wzbogacajg wiedze na temat
determinacji losow komérek w zarodku i czynnikdéw odpowiedzialnych za formowanie linii
komdrkowych, ale mogg réwniez przyczyni¢ sie do optymalizacji procedury uzyskiwania
nowych linii komdrek macierzystych.

PODSUMOWANIE

Przedimplantacyjny zarodek myszy cechuje sie duzg tolerancjg na eksperymentalne
zaburzenie jego rozwoju, wykazujgc wysoki poziom plastycznosci i samoorganizacji. O losie
komérek we wczesnym zarodku decydujg interakcje miedzykomdrkowe oraz sygnaty
przestrzenne, dzieki czemu zmniejszenie lub zwiekszenie liczby komodrek czy tez zmiana ich
pofozenia nie uniemozliwia normalnej embriogenezy, ktéra moze zakonczy¢ sie narodzinami
zdrowego osobnika. Pomimo wielu dowodéw na regulacyjny charakter rozwoju zarodka
myszy, mechanizmy odpowiedzialne za ten fenomen w duzej mierze pozostawaty nieznane.
Rezultaty naszych doswiadczen rzucajg nowe Swiatto na ten szczegdlny aspekt embriogenezy
ssakow. Jestesmy jedng z nielicznych grup badawczych, zajmujgcych sie
przedimplantacyjnym rozwojem myszy pod katem ich zdolnosci regulacyjnych. W ostatnich
latach nastgpit ogromny postep w badaniach majacych na celu wyjasnienie molekularnych
mechanizmdéw powstawania pierwszych linii komdrkowych. Potgczenie w naszym przypadku
nowoczesnych technik i narzedzi biologii molekularnej z tradycyjnymi metodami embriologii
eksperymentalnej, w tym obejmujgcymi manipulacje na pojedynczych komérkach, oraz
rejestrowaniem rozwoju zarodka na filmach poklatkowych i komputerowg analizg obrazu
pozwolito na stworzenie petniejszego obrazu oddziatywan miedzykomédrkowych
zachodzacych w trakcie formowania zarodka i poznanie przynajmniej cze$ci z wielu
skomplikowanych mechanizméw zapewniajacych kontrole przebiegu jego rozwoju.
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5. Omodwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych (artystycznych)

Oproécz czterech prac przedstawionych jako osiggniecie naukowe jestem takze wspdtautorka
5 prac oryginalnych i 7 przeglagdowych.

Publikacja 1: ORYGINALNA - OPARTA NA WYNIKACH PRACY MAGISTERSKIEJ

Suwinska A., Ozdzenski W., Waksmundzka M., Tarkowski A.K. (2005). Experimentally
produced diploid — triploid mouse chimaeras develop up to adulthood. Molecular
Reproduction and Development 72: 362-376

(1F200€ 2.220; SyearlF -; pkt MNiSW 20, liczba cytowar 10)

Prace naukowa w Zakfadzie Embriologii rozpoczetam od badania potencjatu
rozwojowego komoérek triploidalnych w mysich zarodkach chimerowych diploidalno <->
triploidalnych. Zarodki chimerowe sg uzytecznym modelem doswiadczalnym do badania
zaréwno przebiegu normalnej embriogenezy, jak i réznych anomalii rozwojowych. Triploidia
jest aberracjg chromosomowa pojawiajgcg sie spontanicznie u wielu gatunkéw zwierzat, w
tym u cztowieka, u ktérego wystepuje z czestoscig 1-3% wszystkich zarodkéw. Mozaicyzm
diploidalno <-> triploidalny zdarza sie jeszcze rzadziej (van de Laar i wsp., 2002). W
przeciwienstwie do zarodkdéw czysto triploidalnych, mozaiki typu 2n <-> 3n rozwijajg sie
lepiej i charakteryzujg sie wiekszg zywotnoscia. Ze wzgledu na to, ze triploidy i mozaiki 2n <->
3n stanowig u cztowieka znaczgcy odsetek poronien i zgonéw okotourodzeniowych, a liczba
dostepnego materiatu do badan jest ograniczona, w ramach pracy magisterskiej miatam za
zadanie eksperymentalnie wywotaé te anomalie u myszy. Stworzenie odpowiedniego
modelu zwierzecego mogtoby rzuci¢ swiatto na geneze tych zaburzehA u cztowieka i
umozliwitoby dokfadniejsze zbadanie ich efektéw rozwojowych.

Praca oparta na wynikach mojego magisterium opisuje pierwszg udang prdbe
uzyskania diploidalno <-> triploidalnych zarodkdw, ptoddéw i osobnikéw dorostych u myszy.
Komponent triploidalny tworzylismy traktujgc oocyty inhibitorem cytokinezy - cytochalazyng
D, a chimery uzyskiwalismy metodg agregacji 4- lub 8-komérkowych zarodkdw diploidalnych
i 4-komodrkowych zarodkow triploidalnych. Wykazalismy, ze w poczgtkowych etapach
rozwoju zarodkowego komérki triploidalne utrzymujg sie i sg w réwnym stopniu
reprezentowane zarowno w tkankach zarodkowych, jak i pozazarodkowych. Pomimo
wyraznej redukcji odsetka komorek triploidalnych w drugiej potowie cigzy, w otoczeniu
prawidtowych komérek diploidalnych mogga sie one utrzymywac przez caty okres cigzy, a
nawet po urodzeniu, nie powodujgc u narodzonych mtodych zadnych widocznych zaburzen
rozwojowych. Dowodem na to s uzyskane przez nas prawidtowe doroste osobniki
chimerowe diploidalno <-> triploidalne, z ktérych czes¢ potwierdzita swojg ptodnos¢.
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PRACE ORYGINALNE - OPARTE NA WYNIKACH PRACY DOKTORSKIEJ

Publikacja 2:
Suwinska A., Czolowska R., W., Tarkowski A.K (2008). Blastomeres of the mouse embryo

lose totipotency after the fifth cleavage division: expression of Cdx2 and Oct4 and
developmental potential of inner and outer blastomeres of 16- and 32-cell embryos.
Developmental Biology 322: 133-144

(IF2098 4,416; SyearlF 4,677; pkt MNiSW 24, liczba cytowan 92)

Publikacja 3:
Suwinska A., Tarkowski A.K., Ciemerych M.A. (2010). Pluripotency of bank vole

embryonic cells depends on FGF2 and activin A signaling pathways, International Journal
of Developmental Biology 54(1): 113-124
(IF?010 2.856; SyearlF 2.961; pkt MNiSW 27, liczba cytowan 4)

Kolejne prowadzone przeze mnie badania staty sie podstawg mojej pracy doktorskiej.
Dotyczyty one rdéznych aspektdédw réznicowania sie komorek we wczesnych zarodkach dwéch
gatunkdw gryzoni - myszy i nornicy rudej.

Pierwsza cze$¢ moich doswiadczen, ktére weszty w sktad jednej z publikacji (Suwinska
i wsp., 2008), poswiecona byta wyodrebnianiu sie dwéch pierwszych linii komdérkowych we
wczesnym rozwoju zarodkowym myszy. Przeprowadzone doswiadczenia miaty na celu
zbadanie potencjatu rozwojowego wewnetrznych i zewnetrznych komérek 16- oraz 32-
komérkowego zarodka (wczesnej blastocysty) najbardziej wiarygodnym testem, czyli poprzez
zbadanie ich zdolnosci do rozwoju, bez wsparcia innych komoérek, w doroste zwierzeta. Udato
nam sie wykaza¢, ze zaréwno wewnetrzne, jak i zewnetrzne blastomery zarodkéw 16-
komédrkowych, w przeciwienstwie do 32-komérkowych, mogg utworzyé prawidiowo
zbudowane blastocysty, ktdre po przeszczepieniu do drég rodnych samicy biorczyni rozwijajg
sie w zdrowe, ptodne osobniki. Co wazne, dowiedliSmy réwniez, ze blastomery w tak
skonstruowanych zarodkach mogg zmienia¢ swdj program rozwojowy, modyfikujgc
ekspresje gendéw kluczowych dla rozwoju wezta zarodkowego i trofektodermy, zgodnie ze
swoim nowym potozeniem (wewnatrz lub na zewnatrz). Nasze badania pokazaty, ze
zaburzenie struktury zarodka poprzez catkowite przestrzenne przemieszanie blastomerdw
nie niweczy szans na jego dalszy rozwdj, a za regulacje tego rozwoju odpowiadajg dwa
mechanizmy: sortowania komodrek oraz przeprogramowania ekspresji gendw kluczowych dla
procesu rdéznicowania.

Celem drugiej cze$ci moich doswiadczen, ktérych wyniki zostaty opublikowane w
kolejnej pracy (Suwinska i wsp., 2010), byto zbadanie zdolnosci komérek zarodkowych
nornicy rudej do utrzymania pluripotentnego charakteru podczas hodowli in vitro i ustalenie
optymalnych warunkow hodowli pozwalajgcych na uzyskanie z nich zarodkowych komarek
macierzystych (komoérek ES). Wykazalismy, ze warunki hodowli optymalne dla uzyskania i
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hodowli mysich komérek ES nie pozwalajg na wyprowadzenie komérek o podobnych
wiasciwosciach z zarodkdw nornicy. W trakcie hodowli in vitro komérki wezta zarodkowego
nornicy znacznie szybciej niz komodrki myszy tracg ekspresje genu OCT4, co wigze sie z utratg
przez nie zdolnosci do samoodnowy i prowadzi do réznicowania sie w kierunku pierwotnej
endodermy. W przeciwienstwie do myszy, zwiekszenie aktywnosci czynnika
przeciwbiataczkowego LIF (ang. leukaemia inhibitory factor) oraz obecno$¢ warstwy
odzywczej fibroblastéw ptodowych myszy i nornicy rudej nie hamujg rdznicowania sie
norniczych komérek zarodkowych in vitro. Udato nam sie natomiast wykazaé, ze kombinacja
FGF2 w potaczeniu z aktywing A umozliwia utrzymanie ekspresji markera pluripotencji OCT4
w rozrostach blastocyst nornicy, co wskazuje na to, ze $ciezki sygnalizacyjne dziatajgce w
ludzkich, a nie w mysich komérkach ES, mogg by¢ zaangazowane w proces samoodnowy
zarodkowych komérek nornicy.

PRACE PRZEGLADOWE

Publikacja 4:
Witkowska A., Ciemerych M.A., Suwinska A. (2010). Ludzkie zarodkowe komorki

macierzyste — regulacja pluripotencji i réznicowania. Postepy Biologii Komdrki 37: 23-40
(IF?010.0,077; pkt MNiSW 9, liczba cytowan 2)

Publikacja 5:
Suwinska A., Lenkiewicz A. (2010). Pierwotne linie komérkowe w zarodku myszy — zrédto

zarodkowych komérek macierzystych. Postepy Biologii Komdrki 37: 3-21
(IF?0100,077; pkt MNiSW 9, liczba cytowan 1)

Publikacja 6:
Suwinska A. and Ciemerych M.A. (2011). Factors regulating pluripotency and

differentiation in early mammalian embryos and embryo-derived stem cells In ‘Vitamins
and Hormones’ ed. by Litwack G. (Elsevier), 87: 1-37
(IF 2,190; 5yearlF 2,918; pkt MNiSW 30, liczba cytowan 6)

Publikacja 7:
Suwinska A. (2012). Preimplantation mouse embryo: Developmental fate and potency of

blastomeres In ‘Results and Problems in Cell Differentiation’ ed. by Kubiak J.Z. (Springer
Verlag), 55: 141-163

Publikacja 8:
Filimonow K., Krupa M., Suwnska A. (2013). Pierwsze decyzje rozwojowe: réznicowanie

komérek w przedimplantacyjnym zarodku myszy. Postepy Biochemii 2: 59
(pkt MNiSW 8)
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Kolejny etap mojej dziatalnosci naukowej, ktéry przypadat na okres realizacji grantu
POMOST Fundacji na rzecz Nauki Polskiej, zaowocowat nie tylko pracg oryginalng (Krupa i
wsp., 2014), ktora weszta w sktad mojego osiggniecia habilitacyjnego, ale réwniez
opublikowaniem szeregu prac przeglagdowych, w tym: trzech opublikowanych w
czasopismach krajowych, jednej w czasopiSmie zagranicznym oraz jednej anglojezycznej
monografii naukowej. Artykuty te przyblizajg zjawiska towarzyszace najwczes$niejszemu
okresowi embriogenezy myszy: bruzdkowanie, réznicowanie sie komérek i formowanie ich w
tkanki. Wraz z doktorantka i studentkami, wykonujgcymi prace pod moim kierunkiem,
zebraliSmy w nich informacje o tym, jakie mechanizmy, w tym czynniki transkrypcyjne oraz
Sciezki sygnalizacyjne, sterujg tymi procesami. Odkrycie réznych rodzajéw komodrek
macierzystych, ktére odzwierciedlajg wtasciwosci linii komdérkowych blastocysty, otworzyto
nowy rozdziat w badaniach wczesnych etapdw rozwoju ssakéw. Prace przeglgdowe mojego
autorstwa ukazujg w jakim stopniu badanie mechanizméw odpowiedzialnych za
samoodnowe i rdéznicowanie komdrek macierzystych réznych gatunkéw ssakéw moze
wptywaé na lepsze zrozumienie pierwszych krytycznych decyzji dotyczacych przeznaczenia
komodrek podejmowanych w zarodku.

Publikacja 9: PRACA ORYGINALNA

Bozyk K., Gilecka K., Humiecka M., Szpila M., Suwinska A., Tarkowski A.K., (2017).
Mouse<->rat aggregation chimaeras can develop to adulthood. Developmental Biology
427:106-120

(IF?°17 3,262; SyearlF 3,290; pkt MNiSW 35; liczba cytowan 2)

W ciggu nastepnych kilku lat mojej dziatalnosci naukowej bytam zaangazowana
rowniez jako wykonawca w grancie kierowanym przez Profesora Andrzeja K. Tarkowskiego
dotyczagcym rozwoju chimer miedzygatunkowych szczurzo <-> mysich. Po $mierci Pana
Profesora przejetam nadzér nad tymi badaniami, czego efektem byto dokonczenie
doswiadczen i opublikowanie pracy, w ktdrej jestem autorem korespondencyjnym. Celem
doswiadczen wykonywanych w ramach tego grantu byto zbadanie, czy mechanizmy
kontrolujgce rozwdj ssakdédw sg uniwersalne. Chcielismy odpowiedzie¢ na pytanie, czy
komorki réznych gatunkéw ssakéw, dos¢ odlegtych ewolucyjnie, sg w stanie porozumiec sie
podczas embriogenezy i czy takie zarodki sg zdolne do implantacji i do petnego rozwoju az do
urodzenia. Chimery miedzygatunkowe tworzone byty metodg agregacji 8-komdrkowych
zarodkdw myszy i szczura, eksprymujacych rézne biatka fluorescencyjne (GFP i RFP). Dzieki
temu mozliwa byfa identyfikacja i $ledzenie losu komérek obu gatunkéw we wszystkich
stadiach rozwojowych oraz po urodzeniu na filmach poklatkowych. Udato nam sie
zaobserwowad, ze w przeciwienstwie do komdrek mysich, komodrki szczurze ulegaty
selektywnej eliminacji z zarodka. Chcac sprawdzi¢, czy moze to wynikac¢ z braku komunikacji
miedzy komodrkami obu gatunkow rozdzielilismy zarodki mysie i szczurze na pojedyncze
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komorki, a nastepnie ponownie je losowo zagregowalismy. ZauwazyliSmy, ze niezaleznie od
pierwotnego rozmieszczenia komodrek, komorki obu gatunkédw segregowaty sie w taki
sposob, ze ostatecznie ukfadaty sie w odrebne, jednogatunkowe regiony, co moze swiadczy¢
o odmiennych witasciwosciach adhezyjnych komérek obu gatunkdéw i réznicach w sygnalizacji
miedzykomodrkowej. Transplantacja chimerowych zarodkéw do drég rodnych samic myszy
pozwolita nam wykazaé, ze tozyska rozwijajacych sie ptodéw zbudowane byty wytacznie z
komdrek mysich, co swiadczy o tym, ze zgodnos¢ gatunkowa zarodkowej czesci tozyska i
matki-biorczyni warunkuje rozwdj zarodkédw chimerowych po implantacji. Chimery rozwijaty
sie w tempie charakterystycznym dla myszy, rodzity sie zgodnie z mysim harmonogramem
rozwoju i miaty mysi fenotyp, a wzér i zasieg chimeryzmu w tkankach powstatych chimer
byty bardzo zréznicowane.

Podsumowujac, wykazalismy, ze chociaz mysie i szczurze komodrki sg zdolne do
komunikacji w poczagtkowych etapach embriogenezy, to w wielu przypadkach organogeneza
takich chimerowych zarodkéw jest silnie zaburzona i uniemozliwia formowanie
funkcjonalnych narzadéw. Nasze obserwacje s3 o tyle wazne, ze w ostatniej dekadzie
opublikowanych zostato kilka prac, ktérych celem byto utworzenie chimer
miedzygatunkowych posiadajgcych specyficzny narzad zbudowany z komérek jednego z
gatunkéw. W swietle ogromnego deficytu ludzkich narzgdow do przeszczepéw te
doswiadczenia rozbudzity wielkie nadzieje na produkcje ludzkich narzadéw w organizmach
zwierzat (przeglad w: De Los Angeles i wsp., 2018).

Publikacja 10: PRACA ORYGINALNA
Filimonow K., Saiz N., Suwinska A., Wyszomirski T., Grabarek J.B., Ferretti E., Piliszek A.,

Plusa B., Maleszewski M. (2019). No evidence of involvement of E cadherin in cell fate
specification or the segregation of Epi and PrE in mouse blastocysts, PLoS One Feb
8:;14(2):e0212109

(IF2017 2,766; SyearlF 3,352; pkt MNiSW 40; liczba cytowan -)

Ostatnia z oryginalnych prac, ktorych jestem wspdtautorkg, dotyczy roli biatka
adhezyjnego kadheryny E w tworzeniu PE w zarodkach myszy. Prace nad tg publikacjg
zapoczatkowane zostaty w trakcie doktoratu Pani dr Katarzyny Filimonow, ktérej bytam
promotorem pomocniczym. Praca powstata we wspotpracy z dr Berenikg Ptusg z
Uniwersytetu w Manchesterze, dr Elisabetta Ferretti z Uniwersytetu w Kopenhadze oraz dr
Anng Piliszek z Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN.

Wykazalismy, ze pierwsze réznice dotyczgce poziomu ekspresji kadheryny E miedzy
komodrkami EPI i PE pojawiajg sie dopiero w pdznych, 4,5-dniowych blastocystach. Pomiedzy
komdrkami PE w tym stadium kadheryny E jest mniej, niz pomiedzy komodrkami EPI.
Ponadto, komorki PE, znajdujace sie na powierzchni ICM, wykazujg spolaryzowang
lokalizacje kadheryny E, czego odzwierciedleniem jest brak tego biatka w apikalnej czesci
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btony, a obecnos¢ w jej czesci bocznej i podstawnej. Dodatkowo, zaobserwowalismy jagdrowg
lokalizacje kadheryny E w komérkach PE, co moze miec¢ znaczenie w ochronie komoérek tej
linii przed apoptoza. Aby dokfadniej przyjrze¢ sie roli, jakg kadheryna E mogtaby petni¢ w
zarodku, zbadalismy wptyw obnizenia poziomu kadheryny E (przy uzyciu dsRNA; ang. double
stranded RNA) na kierunek roéznicowania blastomeréw. Nie zaobserwowalismy jednak
preferencyjnej lokalizacji ani réznicowania w kierunku PE komérek w zarodku, co wyklucza
role tego biatka w tworzeniu tej linii komoérkowej i procesie segregacji. Wedtug naszych
badan kadheryna E moze natomiast odgrywaé role w dalszych etapach rdznicowania
pierwotnej endodermy — w procesie jej przemiany w endoderme proksymalng i dystalna.
Zaobserwowany spadek ekspresji kadheryny E w endodermie dystalnej oraz jej obecno$é¢ w
endodermie proksymalnej, ktéremu towarzyszy indukcja ekspresji innych kadheryn (P i R)
oraz markeréw specyficznych dla przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej (EMT, ang.
epithelial-mesenchymal transition), takich jak Vimentyna i Twist w komdrkach PE 4,5-
dniowe] blastocysty myszy potwierdza hipoteze, ze proces ten moze by¢ zaangazowany w
specyfikacje endodermy proksymalnej i dystalnej w okotoimplantacyjnym okresie rozwoju
myszy.

PRACE PRZEGLADOWE

Publikacja 11:
Klimczewska K., Kasperczuk A., Suwinska A. (2018). The regulative nature of mammalian

embryos, Current Topics of Developmental Biology
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Publikacja 12:
Soszynska A., Klimczewska K., Suwinska A. (2019). Fgf4/Erk signaling pathway: how it

operates in mammalian embryos and embryo-derived stem cells, International Journal of
Developmental Biology (w druku).
(IF2°171,579; SyearlF 2,110; pkt MNiSW 25; liczba cytowan -)

W ostatnim okresie mojej pracy zawodowej wspottworzytam wraz z doktorantkami,
ktore pod mojg opiekg wykonujg prace doktorskie, dwie obszerne prace przeglagdowe
dotyczace regulacyjnej natury zarodkéw ssakéw. W pierwszej z nich (Klimczewska i wsp.,
2018), koncentrujemy sie na wyjasnieniu molekularnych i komérkowych mechanizmoéw
lezgcych u podstaw plastycznosci przedimplantacyjnych zarodkdéw ssakéw. W tym celu
przedstawiajgc rézne aspekty regulacyjnych zdolnosci zarodkdéw ssakéw omawiamy wyniki
klasycznych eksperymentow demonstrujgcych ich potencjat rozwojowy i wigzemy je z
nowymi danymi dostarczonymi w ciggu ostatniej dekady dzieki nowoczesnym technikom i
podejsciom badawczym. Prezentujemy takze w jaki sposdb plastycznos¢ rozwojowa ssakow
jest manifestowana w naturze oraz omawiamy jej implikacje w badaniach podstawowych i
medycynie.
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W drugiej z prac (Soszynska i wsp., 2019) zagadnienie plastycznosci zarodkow
rozpatrujemy bardziej szczegdtowo, pokazujgc jaka role petni w regulacji ich rozwoju s$ciezka
FGF4/MAPK. Obecnie jestem w trakcie realizacji grantu Sonata Narodowego Centrum Nauki,
w ramach ktérego badam znaczenie tego szlaku w interakcjach miedzy sgsiadujgcymi
komdrkami, ktore zapewniajg prawidtowy rozwdj chimerowego zarodka myszy. Badania te
staty sie podstawg pracy doktorskiej oraz kilku prac magisterskich i licencjackich. W oparciu o
uzyskane wyniki przygotowywane sg obecnie publikacje.

PODSUMOWANIE:

Rozwdj zarodkowy ssakéw dokonuje sie dzieki trzem gtéwnym procesom: wzrostu
réznicowania i morfogenezy. Przebieg rdznicowania sie komoérek embrionalnych ssakéw
mozna badac¢ zaréwno in vivo, w zywym organizmie, jak réwniez in vitro, wykorzystujac do
tego celu rézne modele doswiadczalne. Wiekszos¢é tego typu badan wykonuje sie na gatunku
modelowym, jakim dla ssakéw jest mysz. Nasuwa sie jednak pytanie, na ile dokonane
obserwacje mozna uogélni¢ na inne gatunki ssakéw. Ostatnie badania molekularne ujawnity
nieoczekiwane rdznice miedzy gatunkami. Z tego wzgledu rozszerzenie badan na inne
modele zwierzece, np. tak jak w moim przypadku na nornice rudg czy szczura, ma obecnie
kluczowe znaczenie, poniewaz moze pomdc — poprzez wykrycie rdznic i podobierstw
gatunkowych - w zrozumieniu podstawowych mechanizméw rozwojowych dziatajgcych we
wczesnej embriogenezie ssakdw, w tym cztowieka.
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